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RESUMO

Diversos relatos de comportamento oscilatério em fermentagdes continuas
em CSTBR’s ja foram feitos e os microorganismos que tém apresentado esse
comportamento dindmico mais freqiientemente sdo Saccharomyces cerevisiae e
Zymomonas mobilis. A ocorréncia de oscilacdes pode favorecer ou prejudicar os
processos bioquimicos. Desta forma, ¢ facil perceber a importancia de estudar, através
de modelagem e simulagdo, fermentagdes continuas que apresentam tais
comportamentos. Os objetivos deste trabalho foram estudar o modelo proposto por LI
(1995), para representar o comportamento dindmico da bactéria Zymomonas mobilis
ATCC 29129 em fermentagdes continuas utilizando o software computacional
AUTOQOY7, e realizar experimentos em fermentadores com Zymomonas mobilis Agl1
para confirmagdo dos comportamentos dindmicos previstos. Os resultados
computacionais mostram que os diagramas de bifurca¢do apresentam boa concordancia
com os resultados experimentais obtidos da literatura. Os comportamentos dindmicos
estudados incluem estado estacionario, oscilagdo amortecida e oscilacdo sustentada.
Foram realizadas fermentacdes continuas usando glicose como substrato limitante.
Oscilagdes das concentragdes de biomassa, substrato e etanol foram observadas,

apresentando coeréncia com os diagramas de bifurcagao.

Palavras chaves: Fermentacdo, Oscilacdo, Diagrama de Bifurcacdo, Modelagem,
Zymomonas mobilis
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ABSTRACT

Many reports of oscillatory behavior in continuous fermentation in
CSTBR’S were found in the pertinent literature and the microorganisms which
frequently present this dynamical behavior are Saccharomyces cerevisiae and
Zymomonas mobilis. The oscillation may favor or harm the biochemical processes. So,
it is easy to perceive the importance of studying continuous fermentation that presents
this behavior by modeling and simulation. The aims of this work were to study the
model proposed by LI (1995) to express the dynamical behavior of Zymomonas mobilis
ATCC 29129 in continuous fermentation using the AUTO97 software, and perform
experiments using Zymomonas mobilis Agll to confirm the predicted behavior. The
computation results show that the bifurcation diagrams conform very well to the
experimental results obtained from literature. The studied dynamic behavior includes
steady state, dumped oscillations and sustained oscillations. Continuous fermentations
using glucose as limiting substrate were performed. Biomass, substrate and ethanol

concentrations were observed to be coherent with the obtained bifurcations diagrams.

Keywords: Fermentation, Oscillation, Bifurcation diagram, Modeling, Zymomonas
mobilis
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1. INTRODUCAO

Viérios estudos foram realizados para se obter uma melhor forma de
producdo de etanol. Diversas tecnologias foram estudadas, porém a que se mostrou mais
efetiva foi a fermentacio de mostos por Saccharomyces cerevisiae (MAGALHAES,
1989). No entanto, outros microorganismos alternativos despertaram interesse, dentre os
quais a bactéria Zymomonas mobilis. Elas sdo bactérias anaerdbias facultativas que
toleram baixas concentragcdes de oxigénio. Nelas ndo se observa o “efeito Pasteur”, o
desvio metabolico causado pelo oxigénio que inibe a fermentagdo e favorece o
crescimento celular (FALCAO DE MORAIS, 1982). Elas apresentam um crescimento
mais rapido do que as leveduras, taxas de consumo de glicose e de producdo de etanol
mais elevadas e formag¢do de poucos produtos secundarios (LAWFORD, 1988;
NOWAK 1998; ROGERS et al., 1986, GALAIJ et al., 1994). Além de baixo rendimento
celular, t€m boas tolerancias a elevadas concentracdes de glicose e etanol (BUSCH et
al., 1992, RIOS et al., 1991).

Nas ultimas décadas, a teoria da bifurcacdo tem sido progressivamente
incorporada a engenharia quimica na caracterizagdo de fendmenos de multiplicidade e
analise de estabilidade. O comportamento dindmico de reatores tipo tanque continuo de
mistura perfeita (CSTRs) ¢ um dos mais investigados (VAN HEERDEN, 1953; UPPAL
et al., 1974, 1976; BALAKOTAIAH & LUSS, 1983; FARR & ARIS, 1986; FREITAS
FILHO et al., 1994).

Esta dissertacdo trata o estudo computacional-experimental de fermentagdes
continuas em meios a base de glicose usando esta bactéria. O estudo foi dirigido para o
comportamento dindmico de um biorreator continuo no qual ocorre uma fermentagao

sujeita a inibicdo pelo produto. A dindmica de fermentacdes continua foi estudada

ANNA CAROLINA RAPOSO CAMELO
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teoricamente por varios pesquisadores para tipos diferentes de funcdes de taxa de
crescimento especificas, sendo utilizado diferentes microorganismos (LENBURY et al.,
1994). E visto que em algumas fermentagdes foram identificados com comportamentos
oscilatérios que provocam mudangas significativas das concentracdes de biomassa,
substrato e produto ao longo do tempo (LENBURY et al., 1987).

Este trabalho estd organizado da seguinte maneira: no capitulo 2 ¢
apresentada uma revisao bibliografica sobre a bactéria Zymomonas mobilis e
modelagens dinamicas de fermentagdes continuas. No capitulo 3 ¢ apresentado o
material e os métodos utilizados na realiza¢ao das fermentagdes continuas. No capitulo
4 ¢ apresentado o estudo computacional do modelo usado, os resultados experimentais
das fermentagdes e discussdes destes e no capitulo 5 sdo apresentadas as conclusdes e

sugestoes para trabalhos futuros.

ANNA CAROLINA RAPOSO CAMELO
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Zymomonas mobilis

Conforme a proposta de SWINGS & DELEY de 1984, a bactéria Zymomonas
mobilis engloba s6 uma espécie, com duas subespécies, sendo esta classificacdo a mais
moderna:

1. Zymomonas mobilis subespécie mobilis,

2. Zymomonas mobilis subespécie pomaceae.

O género Zymomonas ¢ formado por células em forma de bastonetes Gram-
negativos com terminagdes arredondas, ocasionalmente elipsoidais, formando pares ou nao,
com comprimento de 2 a 6 um e didmetro de 1 a 1,4 um. As bactérias Zymomonas mobilis
sdo quimioorganotréficas, crescem em glicose ou frutose, podendo fermentar 1 mol de
glicose a quase 1,6 moles de etanol, 1,8 moles de CO, e pequena quantidade de outros
subprodutos como lactato, acetaldeido, acido acético e outros (FALCAO DE MORALIS,
1982). Zymomonas, como grande parte dos organismos quimmioorganotroficos, necessita
de fontes de nitrogénio, fosforo, enxofre e micronutrientes para o funcionamento do
metabolismo.

O nitrogénio, componente de grande importancia para o “pool ” enzimatico e
protéico das células, pode ser adicionado na forma de aminodcidos, peptona, sais de
amonia, peptideos. Segundo FRANCA & RODRIGUES (1985), os sais de amonio e
aminoacidos conduzem a um melhor crescimento, uma vez que ndo causam acumulo de
nitritos e nitratos. E visto conforme GALANI et al. (1985) que os sais NH4Cl e (NH4),SO4

sdo as melhores fontes de nitrogénio.

ANNA CAROLINA RAPOSO CAMELO
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O fosforo tem papel importante nas vias metabdlicas que sdo iniciadas com uma
fosforilagdo do substrato sendo elemento constituinte das moléculas de ATP que estdo
presentes no mecanismo energético das células. O fosforo € absorvido pelas Zymomonas na
forma de sais como KH,PO4 ou K;HPO,.

O enxofre, constituinte estrutural da célula e de grande importancia para a
formacao de proteinas, pode ser suprido por metionina, cisteina e sulfatos (FRANCA &
RODRIGUES 1985), para a bactéria em estudo. O MgSOj4 ¢ a melhor fonte de enxofre, por
servir também, como de fonte de magnésio.

O magnésio € responsavel pela estabilidade estrutural de diversas enzimas,
como também por prevenir a formagdo de vesiculas na membrana externa da célula
(GALANI et al., 1985).

E visto na literatura classicamente, que uma caracteristica das Zymomonas
mobilis, apontada como uma desvantagem desta bactéria, ¢ a quantidade limitada de
substratos fermentaveis. Todas as espécies reportadas na literatura até hoje, utilizam apenas
glicose, frutose, ou sacarose como fonte de energia (EVELEIGH et al., 1983, in PALHA
1987).

BARROW et al. (1983), ao estudarem a composi¢do lipidica da membrana
celular da Zymomonas mobilis usando carbono e fosforo marcados, concluiram que a maior
quantidade de lipideos neutros presentes na membrana celular da linhagem CP4, consiste
de hopandides (Fig. 2.1). Os hopanodides sdo responsaveis por moldarem a membrana
através das forcas de Van der Walls entre as moléculas lipidicas. Isto aumenta a

estabilidade e a permeabilidade da membrana citoplasmatica, com relagao ao etanol através

ANNA CAROLINA RAPOSO CAMELO
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da regulagem da distribuicdo de hopanoides e acidos graxos (BRINGER ef al., 1985, in
b. @K

a. Modelo de fragmentos do esqueleto de hopanoides

b. Estrutura dos principais lipideos neutros isolados de Zymomonas mobilis

PALHA, 1987).

FIGURA 2.1 — Estrutura dos principais hopandides encontrados na membrana celular da
bactéria Zymomonas mobilis. ( BARROW et al. , 1983, apud PALHA, 1987).

SWINGS & DELEY (1977) descrevem que Zymomonas toleram altas
concentracdes de substrato chegando a crescer em meio com 20% de glicose apds 34 horas
de incubacdo. A bactéria também apresenta tolerancia a altos teores de etanol, uma vez que
esta bactéria ¢ isolada de nichos naturais que contém altos teores de etanol, as bebidas
alcoolicas (MORALIS, 1982, ROGERS et al., 1980)

E visto na literatura que o principal aspecto bioquimico das bactérias
Zymomonas € a sua capacidade de produzir etanol, a partir de glicose, frutose e sacarose
seguindo a via bioquimica de Entner-Doudoroff (Fig. 2.2) (ARAUD et al., 1985, MCGILL

et al., 1971, MORAIS et al., 1983, ROGERS et al., 1982). Esta via, porém, apresenta

ANNA CAROLINA RAPOSO CAMELO
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reacdes em comum com a via glicolitica, utilizada pelas leveduras. O rendimento
energético ¢ a metade do obtido pelas leveduras, causando assim um menor rendimento

celular em massa (DAWES et al., 1966).

GLICOSE
ATP l ;
ADP
GLICOSE-6-FOSFATO
NAD+
NADH+H l
GLUCONATO-6-FOSFATO

HO 4’1’

2-CETO-3-DESOXI-GLUCONATO-6-FOSFATO
B

2

- v
PIRUVATO GLICERALDEIDO-3-FOSFATO
co_«i; : NAD+
Y - NADH+H
ACETALDEIDO 1.3-DIFOSFOGLICERATO
NADH+H 6 - ADP
NAD+ ¢ FATP
ETANOL 3-FOSFOGLICERATO
9
v

1-FOSFOGLICEEATO

ll}be;D

FOSFOPIRUVATO

11 ADF
ATP

PIRUVATO

jb’ﬂﬂ;

ACETALDEIDO
NADH+H
NAD+

ETANOL
FIGURA 2.2. — Via de Entner-Duodoroff
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Onde :

1 — Hexoquinase;

2 - 6-Fosfo glicose desidrogenase;

3 - 6-Fosfo gluconato desidratase;

4 - 2-Ceto-3-desoxigluconato-6-fosfo aldolase;
5 — Piruvato descarboxilase

6 — Alcool desidrogenase;

7 - Gliceraldeido 3-fosfo desidrogenase;
8 — Fosfoglicerato quinase;

9 - Fosfoglicerato mutase;

10 — Enolase

11 — Piruvato quinase.

O modo como ao bactéria Zymomonas fermenta glicose a etanol, levou
STOKES et al. (1981) a sugerirem que essa bactéria seja descendente recente de

microorganismos aerdbicos através da perda de algumas enzimas do ciclo do acido citrico.

2.2. Fermentac¢ao Continua

Fermentacdo ¢ a denominacdo dada a processos onde microrganismos
metabolizam substincias em varios produtos. E possivel observar que essas conversdes
podem ou ndo necessitar de oxigénio e ainda que os proprios microrganismos podem estar
incluidos entre os produtos obtidos.

Dependendo de como o substrato ¢ adicionado e o produto € retirado, as

fermentacdes podem ser classificadas como continuas, semi-continuas e descontinuas. Nas
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fermentagdes continuas a matéria-prima ¢ adicionada continuamente e o meio fermentado ¢
retirado com a mesma vazdo de alimentagdo. Nas fermentacOes semi-continuas s6 ha
entrada de material e nas descontinuas ndo ha entrada nem saida de material.

Embora o processo continuo parega novo, ha registro, de que ele ja era usado em
1670 na fabricacao de vinagre, em 1879 na produgdo de leveduras e em 1890 no tratamento
de residuos (DOELLE et al., 1985, apud PALHA, 1987).

A fermentagdo continua quando comparada com o processo em batelada tem a
vantagem do aumento da produtividade, pelo fato de serem eliminados os tempos
improdutivos do fermentador descontinuo. Os processos fermentativos podem ser
conduzidos em fermentadores convencionais agitados tipo “mistura completa” ou em
fermentadores tipo “tubular”.

Um estudo sobre o efeito de inibigdo por etanol na producao por Zymomonas
mobilis foi realizado por BURRILL et al. (1983) através do qual se observa que a inibigao ¢é
responsavel pela concentragdo final do etanol.

Conforme CAREY & INGRAM (1983), o etanol induz a uma mudanca na
composi¢cdo da membrana da bactéria Zymomonas mobilis, sendo esse efeito responsavel
pela reducao da integridade da parede celular.

OSMAN & INGRAM (1985) estudaram o efeito de etanol na fermentagao de Z.
mobilis e concluiram que o etanol induz a perda de magnésio e coenzimas. Desta forma o
efeito do etanol ndo pode ser completamente revertido. E mais facil ocorrer perda de

magnésio do que de coenzimas que sao moléculas maiores.
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2.3. Modelos Cinéticos de Fermentacao

2.3.1. Modelo de Limitagao por Substrato
MONOD (1949) realizou um trabalho pioneiro sobre a teoria da fermentagdo
continua, propondo um modelo para representar a velocidade de crescimento que leva em
conta a concentragdo do substrato limitante e a velocidade especifica de crescimento. Este
modelo adapta-se bem a culturas continuas que operam em regime permanente, onde o
efeito inibitorio do substrato ¢ raro.

O modelo de Monod ¢ dado pela equagao:

u(S)=(k“‘“—'j:SS) 2.1

S

onde pmsix € a velocidade maxima especifica de crescimento, ks ¢ a constante de saturacao
pelo substrato € S € a concentragao do substrato limitante do crescimento. Porém, a equagao
2.1 ndo permite uma boa representagdo do comportamento dinamico quando os substratos
sdo limitantes do crescimento em baixas concentragdes ¢ inibitorios em concentragdoes mais

elevadas.

2.3.2. Modelo de inibigao por Produto
AIBA et al. (1969) analisaram o efeito do etanol adicionado a uma cultura em
crescimento, assim uma formulagcdo de equagdes matematicas foi criada relacionando o
efeito do produto e do substrato com as velocidades especificas de crescimento e de

formacao do produto. No modelo de Aiba, tem-se que:
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Ho S
“ =[(1 F(S/k, ))]'((ks +S)J 22
yz(a +;})kp ')}((ksi S)j 23
u=[ 0: ‘/’S)J 2.4
ou ainda:
u:(({ﬁj 2.5

onde L, ¢ a velocidade méaxima especifica de crescimento celular, v, ¢ a velocidade maxima
especifica de producdo de etanol, kp, kp’ sao as constantes de saturagdo pelo produto, kg, ks
sdo as constantes de saturacdo pelo substrato, Yx;s € o fator de conversdo do substrato em
células e Yp/s € o fator de conversao do substrato em produto.

Segundo GHOSE & TYAGI (1979) e LOUNG (1985), algumas correlagdes

entre [max € @ concentracao de etanol produzido foram determinadas, uma vez que o efeito

de inibi¢do por etanol afeta p,:x mas nao afeta K. Algumas relagdes podem ser destacadas:

. P S
Relacao Linear S)= I-— 2.6
¢ ues) umax( ij(Kersj
~ . —K,P S
Relagdao Exponencial nlS)=p,, € 2.7
K +S
Relagao Hiperbolica S)= ! 5 2.8
P )= e | T0p/K )\ K+ '
Relacgdo Parabolica S)= 1- L : 5 2.9
g “ Mmax Pm KS +S M
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onde P,,, K, K; e a s@o constantes empiricas. P, ¢ o valor de concentragao de etanol acima
da qual ndo ha crescimento. Todas as relagdes apresentadas acima conseguem representar
uma reducdo da velocidade de crescimento com o aumento da concentra¢do de etanol.As
relagdes exponencial e hiperbolica exibem a capacidade de crescer e produzir etanol
indefinitivamente. Isto ndo se observa na pratica. Existe uma concentracdo acima da qual o
crescimento e a fermentagdo cessam. ROGERS et al. (1988) observaram que existe uma
concentracdo abaixo da qual o efeito de inibi¢do pode ser desprezado. Para levar em conta
este fenomeno, costuma-se modificar a relagdo linear introduzindo o parametro P; que

indica o valor abaixo do qual pode-se desprezar a inibigao.

S
S)= . f(P 2.10
H(S) = My (KS+S] f(P)
onde
P- i
JP)=1-2—1 s P<P<P,
f(P)=1 se P<P; 2.1
f(P)=0 se P>P,

A correlagdo ndo linear obtida ¢ continua, mas ndo continuamente diferenciavel.

2.3.3. Modelo de Inibig¢ao por Substrato
ANDREWS (1968) propdés uma modelagem matematica, tanto para culturas
continuas como para descontinuas, levando em conta a inibi¢do por substrato. Com esta
modelagem foi possivel observar que tal inibicdo em culturas descontinuas faz com que

haja um aumento de tempo na fase de laténcia. Assim, temos que:
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S
H= M ¢ 2.12
kg +S+—
k,

onde, k; consiste na constante de inibi¢ao pelo substrato.
EDWARDS (1970) realizou um estudo detalhado da influéncia de altas

concentracdes de substrato. Varias relagdes foram propostas:

HS)= (K, +ZH)E;J§S/Ki) 213

u(S)= % 2.14

HE)= KS+S+(:;7}<SiXI+S/K) 215
L(§)= Han S(IZPJr(;)S/Ki) 5 16
W)= M (exp (= S/K; )—exp (- S/Ky)) 2.17

onde S ¢ a concentragdo de substrato e pmax, K, Ki € Kg sdo constantes. Tanto para inibi¢ao
por produto (etanol) quanto para inibigdo por substrato, existe um valor de concentracao
abaixo do qual o efeito de inibigdo pode ser desprezado (ROGERS et al., 1988, LEE e

ROGERS, 1983, VEERAMALLU e AGRAWAL, 1990).

2.3.4. Modelo de Inibig¢ao por Substrato e Produto
Durante as fermentagdes de etanol ocorre um efeito combinado dos dois tipos de
inibicdo (BRUCE et al., 1991, JARZEBSKI, 1992), sendo necessario uma modelagem

realista que deve considerar ambos os processos de inibigdo. LEE & ROGERS (1983)
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propuseram a seguinte equacao para representar a inibi¢do por substrato e por produto em

fermentacdes com a bactéria Z. mobilis.

S

S)=
lLl() ﬂlnaX(KS-i-S

]-f(P)-g(S) 2.18

onde f(P) ¢ dado pela equacdo 2.11 e g(S) ¢ dado por:

()= =5
K s ) (s-s)) S 2.19
g(8)=1 se S<S,

1

onde S; é a concentracdo de substrato abaixo da qual ndo ocorre inibicdo e K; é um
parametro relacionado a inibi¢do por substrato.

ROGERS et al. (1982) observaram que para fermentagdes com a bactéria Z.
mobilis ocorre um fenomeno conhecido como “desacoplamento da produgdo de etanol em
relagcdo ao crescimento celular”. Em outras palavras, o consumo de glicose e a produgdo de
etanol permanecem temporariamente inalterados quando a velocidade de crescimento
diminui.

LEE e ROGERS (1983) propuseram um modelo para a inibi¢do da velocidade

especifica de produgao de etanol pela acdo do produto e do substrato.

®=Qm{ S }(KE]JW) 2.20

K's+S )\ K' +S
onde f(P) ¢ dado pela equagao 2.11.
VEERAMALLU E AGRAWAL (1990) propuseram um modelo para combinar

os efeitos de inibig@o por etanol e por substrato em fermentagdes com a bactéria Z. mobilis

ATCC 10988.
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ma 221

kg +——

g($)

onde g(S) ¢ dada pela equacdo 2.19 e f{P) ¢ dado por:
f(p)=1 se P<Pg
b
P-P

f(P): 1- (T—ij] se  Pop<P<Pub 2.22

f(P)=0 se P>P.p
Onde P, ¢ a concentragdo acima da qual ndo ha crescimento, P,, € a concentragdo minima
para inibicao do crescimento por etanol, P, a € b sdo pardmetros relacionados a inibi¢ao

do crescimento por etanol.

2.4. Estudo do Comportamento Oscilatorio e Modelagem

Uma das grandes desvantagens associadas a fermentacdo continua das bactérias
Zymomonas mobilis ¢ a incidéncia de um comportamento oscilatério da biomassa, do
substrato e do produto (PINHEIRO, 2001, BRUCE et al., 1991; GHOMMIDH et al., 1989;
LEE et al., 1980). Durante estes periodos de oscilagdo, muito comuns em determinadas
condig¢des de fermentagdo, verifica-se uma redugdo da produgdo de etanol ¢ um actiimulo de
substrato, que resulta na redu¢do do rendimento. Para caracterizar esta situagdo em que as
células exibem uma velocidade de crescimento menor ou igual a velocidade correspondente
a condicdes normais de cultura, foram propostos por diferentes autores os conceitos de
crescimento especifico dinamico (MCLELLAN et al., 1999). Com base neste conceito,
varios modelos cinéticos dinamicos estdo sendo propostos para descrever a componente

transiente das concentracdes de biomassa, de substrato e de etanol. Estes modelos tém sido
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utilizados com sucesso para descrever resultados experimentais relativos as fermentagdes
com Zymomonas mobilis e também para resultados de experiéncias com oscilagdes
forgadas (MCLELLAN et al., 1999; XIU et al., 1998; DAUGULIS et al., 1997; JOBSES et
al., 1986).

A tendéncia para comportamento oscilatorio foi avaliada perturbando-se a
concentracdo de alimentacdo de substrato e a taxa de diluicdo em uma fermentacao
continua a partir de varias condigdes iniciais distintas.

Um dos modelos utilizados para tal fim ¢ o modelo tri-compartimentado baseado
em células viaveis, ndo viaveis e mortas (GOMMIDH et al., 1989; JARZEBSKI 1992).
Outro exemplo, ¢ o modelo bi-compartimentado, onde a biomassa foi dividida nos
compartimentos K e G. O compartimento K ¢é formado por RNA, carboidratos e
mondmeros de moléculas enquanto que o compartimento G consiste em DNA, lipidios e
proteinas (JOBSES et al., 1986) e o modelo metabolico (VEERAMALLU & AGRAWAL
1990, JOBSES et al., 1985) onde ha representacio de grupos de macromoléculas.

O modelo proposto por GOMMIDH et al., (1989) baseia-se na hipdtese do
substrato ser convertido em energia e produto a uma velocidade constante pelas células
vivas, independentemente da velocidade de crescimento e das altas concentragdes de

etanol, o efeito desnaturante do etanol resulta em perda de viabilidade e/ou parte da célula.

JOBSES et al. (1986) sugeriram que devido as complexidades do metabolismo
para o crescimento do microorganismo € sua manutengdo, o enfoque do modelo
desenvolvido deveria ser para uma melhor habilidade na descri¢do e na dedugdo qualitativa

do comportamento, em lugar da representacdo detalhada de estados internos.
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LI et al. (1997) desenvolveram um modelo onde a inibi¢ao depende da
velocidade de variacdo de concentragdo de etanol. O modelo proposto consiste em cinco

equagoes diferenciais:

%:(H(S,P,Z)—D).X 2.23
ds Q,(S,P).X
—=D.(S;-S)- =T
™ (S =S) Y, 2.24
i—f:Qp(S,P).X—D.P 2.25
dz
&2 _g(w-z 2.26
" B.( )
%:B.(QP(S,P).X—D.P—W) 227

onde a velocidade especifica de crescimento dinamica ¢

u(s,P,2)=p(S,P).1, (Z(1)) 2.28
a velocidade especifica de crescimento instantdnea ¢ dada por

P a
Hos .S.[l—(] ]-f(P)
Foa 2.29

ks +i
g(S)
A.Z(t)-6 —e —A.Z(t)+8 ]

R

u(S, P)=

2.30
o AA0S

onde g(S) ¢ dado por 2.19 e f(P) ¢ dado por 2.22. A velocidade especifica de produgao de

etanol ¢ dada por

Q.S P
=" - — 2.31
QP ka+S Pme
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2.5. Estudo da DinAmica de Sistemas Fermentativos

Para muitos, o primeiro trabalho de engenharia que explorou a estabilidade em
sistemas de reacdo quimica foi o de VAN HEERDEN (1953), no qual se investigou a
dindmica de reatores continuos de mistura perfeita com uma reagdo exotérmica de primeira
ordem, depois chamado de sistema classico. Neste estudo foi possivel observar a
multiplicidade de estados estacionarios para o sistema de reagdo. De fato, o primeiro
trabalho que explorou a questdo da estabilidade em sistemas de reagdo quimica foi o de
LILJENROTH (1918), com o estudo da estabilidade de reagdes de oxidagdo da amonia e
reagOes similares.

Porém, o formalismo necessario para a determinagdo do numero de possiveis
estados estacionarios e a estabilidade destes s6 foi consolidado com os trabalhos de
AMUNDSON et al.(1955, 1958 a,b,c). Eles desenvolveram um critério para determinagao
da direcdo da bifurcagdo e estudaram a estabilidade dos ciclos limites.

O primeiro método de Liapunov foi usado na investigacdo da estabilidade dos
estados estacionarios, dai surgiu a necessidade de um confronto similar com os reatores
bioquimicos, uma vez que sistemas biologicos tém uma tendéncia natural para
periodicidade (AGRAWAL et al., 1982).

Na literatura sdo encontrados diversos resultados experimentais e tedricos de
multiplicidades de estados estaciondrios em biossistemas, bem como também resultados

experimentais e tedricos de comportamento oscilatério em biossistemas.
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2.5.1. Resultados Experimentais de Multiplicidade de Estados Estacionarios em
Biossistemas

PAWLOWKY & HOWEEL (1973) e CHI et al. (1974, 1976) realizaram
estudos do comportamento tedrico e experimental de um CSTR com crescimento celular na
parede e sujeito a inibi¢ao por fenol, observando multiplicidade de estados estacionarios do
sistema de malha aberta com um estado estacionario de baixa conversao tendo crescimento
de células somente na parede do reator.

Os primeiros pesquisadores ao observarem histerese de estados estacionarios em
biorreatores tipo CSTR foram IMANAKA et al. (1972, 1973), que mostraram
experimentalmente a existéncia de multiplicidade de estados estacionarios através da adicao
de fenol ou de um concentrado de microorganismos.

CHEN et al. (1990) fizeram o estudo do comportamento dindmico de
biorreatores continuos quando submetido a diferentes condigdes de operagdes (taxa de
alimentacdo, concentracao de glicose na alimentagdo) e observaram multiplicidade de

solugdes para o sistema, sendo uma oscilatdria e a outra estaciondria.

2.5.2. Resultados Experimentais e Teoricos de Comportamento Oscilatorio em
Biossistemas

Segundo REGAN et al. (1971), o trabalho realizado por Fuld em 1961 foi o
primeiro estudo dindmico de biorreatores continuos. Em sistemas bioquimicos continuos ¢
muito comum o surgimento de comportamento oscilatorio, tanto em condi¢des

fermentativas quanto oxidativas.
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MAXON (1960) observou oscilagdes durante o crescimento da levedura
Sacccharomyces cerevisiae em biorreatores semelhantes aquelas encontradas por FINN e
WILSON (1954).

GILLEY & BUNGAY (1967) observaram oscilagdes na concentragdo celular de
uma mistura de microorganismos, quando sujeito a variagdes a concentragdo de substrato

na alimentagdo e na taxa de diluigdo.

Dez anos depois, BORZANI et al. (1977) observaram, em culturas aerobias de
Sacccharomyces cerevisiae, oscilagdes nas velocidades de crescimento quando fontes de
nitrogénio foram adicionadas a misturas de alimentagdo e para adi¢do de determinada faixa
de velocidade de aeracdo. As oscilagdes somente foram observadas em uma faixa de taxa
de aeracdo. O meio de crescimento era a base de melaco de cana-de agtcar. Diversos outros
trabalhos foram desenvolvidos utilizando a Sacccharomyces cerevisiae, como o trabalho de
PORRO et al. (1988). Neste, observou-se que as oscilagdes ocorreram em faixas bem
definidas de taxas de dilui¢dao e concentragdes de oxigénio e que o periodo das oscilagdes
esta relacionado com periodo de duplicagdo da massa CHEN et al. (1990 a,b). Os autores
descrevem ainda que as oscilagdes observadas sdo caracterizadas por uma sincronia parcial
do crescimento celular.

PINHEIRO (2001) observou oscilacdes em culturas de Zymomonas mobilis
CP4. Tais oscilagcdes puderam ser explicadas pela hipdtese de que o coeficiente de
rendimento de substrato em células ¢ uma fun¢do da concentracdo de substrato. Ja o
coeficiente de rendimento de substrato em produto pode levar a oscilagdes se a velocidade

de crescimento for somente func¢do do substrato e do produto.
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AMUNDSON et al. (1955, 1958 a,b,c) foram os primeiros a obterem resultados
teodricos sobre o comportamento periddico em reatores quimicos. O comportamento
dindmico de culturas continuas e em batelada e os modelos: estruturado e nao-estruturado

foram estudados por RAMKRISHNA et al. (1967).

2.6. Estudo da Dinamica de Sistemas Nao-Lineares

A maior parte das modelagens matematicas da engenharia quimica resulta em
equagoes diferenciais que ndao possuem solucdo analitica ou as solucdes sdo de dificil
interpretagdo. Para investigar estes sistemas recorre-se ao estudo qualitativo das equacdes
diferenciais que procura identificar as caracteristicas importantes das solugdes sem resolvé-
las. Estes procedimentos servem tanto para equagdes lineares quanto nao-lineares. Essa
metodologia estd fundamentada em um razoavel esforco numérico computacional e em

conceitos e teorias. A seguir ¢ apresentada uma breve discussao sobre esse tema.

Considere-se uma EDO do tipo:

dy _

= o(x, 2.32
" g(x,y)

Sendo P = (x',y") uma solugfo estacionaria, (x ,y") ¢ assintoticamente estavel, se a resposta
do sistema a uma pequena perturba¢io se aproxima de (x,y’) quando t— oo, ou ainda
(x(t).y(t)— (x,y), para (x,y) proximo de (x,y'), que é chamado de atrator. Quando a
resposta do sistema a uma pequena perturbagio permanece pequena para t— oo, (X ,y ) &

dito estavel e quando aumenta indefinidamente ¢ dita instavel. H4 ainda um terceiro tipo de

ANNA CAROLINA RAPOSO CAMELO



REVISAO BIBLIOGRAFICA 23

estabilidade, chamada de estabilidade estrutural, que esta relacionada com a capacidade do
sistema em reter suas caracteristicas dinamicas, ou seja, quando o plano de fases varia
diante da perturbacdo do campo vetorial completo. Quando had perda da estabilidade

estrutural, ocorre a denominada bifurcagdo.
2.6.1. Estabilidade Linear e Nao-Linear

Seja um sistema linear bidimensional do tipo:

X:ax+by:f(x,y) )33

y=cx +dy = g(x,y)

: . . dx d . . .
onde x e y sdo, respectivamente, E € d—i], respectivamente. Este sistema possui um

ponto de equilibrio (solugdo estacionaria do sistema) em (x, y') = (0, 0) e uma solugio

geral do tipo

X(t) =xo "
Y(t) — yO eM 234
Desta forma, substituindo 2.32 em 2.31, obtém-se o sistema
(a—?»).X()"‘b.Y():O 7135

C.Xo + (d — 7\,).}10= 0

A solucdo da equagdo 2.35 ndo ¢ trivial, assim € necessario utilizar o

determinante da matriz dos coeficientes € este deve ser nulo, assim:

dt(a_m b =0 2
e . (d=2) = .36
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No caso de n dimensoes, basta reescrever 2.33 - 2.35 em notacdo vetorial. Definindo

que x(t) = (x(t), (1)) € x(t) = (x(t), (1)) a matriz fica:

a b] [offex  of/ay]
L d}_[ag/ax ag/ﬁy}J 27

denominada matriz Jacobiana do sistema. Na forma vetorial

.= J;(t) 2.38
cuja solugdo geral é:
x(t) =e™ xo 2.39
tem-se:
(J =) x0=0 240

N
onde / ¢ a matriz identidade e A e Xo sdo, respectivamente, os autovalores e os autovetores

da matriz Jacobiana. Para a determinagdo dos autovalores devemos resolver:

det(J-AT) x0=0 2.41
Resolvendo a equagao 2.36, temos que:

(a—A)(d—-2)—bc=0 2.42
tendo-se assim duas raizes A; € A,, onde estas duas raizes determinardo a estabilidade do
ponto de equilibrio P* = (0, 0).

Seja A = Re(A) + i Im(A), onde Re e Im correspondem, respectivamente, as
partes real e imaginaria do autovalor. Assim, a estabilidade depende essencialmente da
parte real dos valores caracteristicos. Portanto:

Se Re(h) > 0 — ™" cresce continuamente e x(t)— o quando t— oo

ANNA CAROLINA RAPOSO CAMELO



REVISAO BIBLIOGRAFICA 25

Se Re(L) < 0 — ™" decresce continuamente e x(t)— 0 quando t— oo

De forma resumida, na Figura 2.3, encontra-se a classificagdo das solugdes
estacionarias de um sistema bidimensional para todas as possiveis combinagdes dos valores
caracteristicos (FERRARA & PRADO, 1995).

Seja o sistema de equagoes diferenciais nao-lineares:
x = f(x,y) 2.43

y = g(x,y) 2.44

com ponto de equilibrio em P* = (x*,y*). Escrevem-se as expansdes em série de Taylor das

equagdes diferenciais ndo-lineares que formam o sistema como:

x = f(X,y)=f(X*,y*)+%(X*,y*)-(X —X¥)

of 2.45
+E(x*,y*).(y — y*) + termos de ordem sup erior
‘ % % g % ok *
y = g(x,y)=g(x*y )+&(x ,¥%).(x=x¥)
2.46

0 .
+—g(x*,y*) .(y —y*) + termos de ordem sup erior

0y

ANNA CAROLINA RAPOSO CAMELO



REVISAO BIBLIOGRAFICA 26
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Figura 2.3 — Comportamento dindmico de um sistema bidimensional em diferentes
combinacgdes de valores caracteristicos. (FERRARA e PRADO, 1995)

A defini¢do das varidveis x=x—-x* e y=y—y* e a partir da observagdo que

X =X , y:y e f(x*,y*) = g(x*,y*) =0, leva a linearizacao das equagdes 2.41 e 2.42, quando
se desprezam os termos de ordem superior:

x =0f/0x|, x+ of /oy

-y=ax+by 2.47

y :ag/ax|*>5+ Og/oy|.y=cx+dy 2.48

onde as derivadas s3o calculadas no ponto fixo P* = (x*,y*). A matriz dos coeficientes ¢
chamada de matriz jacobiana dada pela equagdo 2.37, calculada no ponto fixo. A resolugdo

de 2.43 e 2.44 fornece x(t)e y(t)que sdo as aproximagdes de primeira ordem para as

distancias entre os pontos (x (t) e y (t)) da trajetoria e o ponto fixo.
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Esta aproximagao mostra a evolu¢do do sistema quando as condig¢des iniciais
sdo proximas do ponto de equilibrio. GUCKENHEIMER & HOLMES (1983)
demonstraram que a estabilidade de um equilibrio hiperbolico ndo ¢ afetada pela
linearizacdo, ao contrario dos casos de pontos elipticos, onde a analise linear ndo permite
obter conclusdes sobre estabilidade do ponto de equilibrio, FERRARA (1995). A
linearizacdo faz com que as solugdes sejam aproximadas e com validade para pequenas
distancias em torno do ponto de equilibrio.

Como ja foi dito, uma vez que haja uma perda de estabilidade estrutural o
sistema sofre bifurcagdo. Existem varios tipos de bifurcagdes, que serdo apresentadas a

seguir:

e Bifurcacao Sela-No6 ou de dobra (Fold)

Observa-se neste tipo de bifurcagdo que o estado estacionario ¢ estavel no ramo
superior, chamado de no e ¢ instavel no ramo inferior, chamado de sela. Para melhor
demonstracao tém-se como exemplo, a seguinte equagao diferencial:

ax _ - 5

—n-x 2.49
a N

Neste caso, para pn>0 existe solugdo para o sistema acima e o ponto
(1,x)=(0,0) ¢ um ponto de retorno. A analise da estabilidade recai no estudo do sinal em

cada um dos dois ramos de solugdes estacionarias. Assim, conclui-se que o ramo superior ¢

estavel e o inferior instavel. Analise da estabilidade:
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af,
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Figura 2.4 - Diagrama de bifurcacdo tipo sela-né ou dobra (fold). (FERRARA e
PRADO, 1995)

e Bifurcagdo Transcritica (Fig. 2.5)

Considerando-se a equacgao abaixo:
dx
—=px—x’ 2.50
dt
Observa-se que para esta equagao existem dois ramos de solugdes, a saber: x =0

e x = 1. A andlise da estabilidade desses ramos indica que para u<0, o ramo x = 0 ¢
estavel e o ramo x = p € instavel. O oposto ocorre para pu>0. Analise da estabilidade:

A a,
dxX dxX

=0

=p

=0
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5a
estavel
(sorvedouro)
estavel T - nstavel 1)
” l (fonte)
3
"

Figura 2.5 — Diagrama de bifurcacao transcritica. (FERRARA e PRADO, 1995)

¢ Bifurcacao de Forquilha (Pitchfork ou Cusp)

Esse tipo de bifurcagao pode ser subdividido em dois tipos especificos:

- Bifurcacdo Supercritica de Forquilha

Como exemplo de bifurcagdo supercritica de forquilha, considera-se a equacao

abaixo:

X ey 251
dt

A partir do ponto de bifurcagdo (u,x)=(0,0) (onde ocorre mudanca da estrutura

do comportamento dindmico) passa a existir o ramo de solugdes x=i\/; que ¢ sempre
estavel enquanto o outro ramo de solugdes (x=0) ¢ estavel somente para u<0. Analise da

estabilidade:
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l estavel

&

e e e il
LL

instavel

estavel

f

Figura 2.6 - Diagrama de Bifurca¢do supercritica de forquilha. (FERRARA e PRADO,
1995)

¥

estavel

- Bifurcacao Subcritica de Forquilha

Um exemplo de bifurcagao subcritica de forquilha ¢ dado pela equacao abaixo:

d
—X:;,LX+X3 2.52
dt
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Figura 2.7 - Diagrama de Bifurcag¢@o subcritica de forquilha. (FERRARA e PRADO,
1995)

¢ Bifurcacoes de Hopf

Bifurcagdo de Hopf ¢ a bifurcagdo de um equilibrio (solugdo estacionaria do
problema) para uma oscilagdo periddica. A matriz Jacobiana no ponto de bifurcacdo de
Hopf tem um par de valores caracteristicos puramente imaginarios (caracteristica da
bifurcag¢do de Hopf). A bifurcagdo de Hopf liga um equilibrio a um movimento periddico.

Seja o sistema de EDO:

dx
E=—y+><(u—x2—y2)

dy 2 2
—=—Xx+y(u-x"—
" y(u y)

2.53

A Ttnica solugdo para este sistema & (x*, y*) = (0, 0) que, pela analise dos

valores caracteristicos p*i, ¢ estavel para u<0 e instavel para u>0 com perda de
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estabilidade em x = 0. Uma melhor forma de se compreender o que acontece ¢ obtida
reescrevendo as equacdes acima em coordenadas polares:

gcose—r@senE)z—rsen9+rcos€(u—r2)
dt dt

2.54
gsen9+r@cos9=rcose+rsen9(u—r2)
dt dt
Multiplicando a primeira equagdo por cos0 e a segunda por sen0:
dr 2 do
—=r(u-1r7) e —=1 2.55
o TSy

Existe, portanto, uma orbita periddica para u>0 que ¢ estavel. Como se pode

observar na Figura 2.8, o ponto de bifurcagdo liga um equilibrio a um movimento

periddico. A andlise da estabilidade mostra que se tem foco estavel para p <0 e ciclo limite

para pn>0.

Figura 2.8 - Diagrama de Bifurcacao Hopf. (FERRARA e PRADO, 1995)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismo

O microrganismo usado foi a bactéria Zymomonas mobilis linhagem Agl1

DAUFPE 198, fornecida pelo Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de

Pernambuco. Esta linhagem foi escolhida por ndo flocular (PALHA, 1987).

3.2. Manuten¢ao

O microrganismo foi mantido em geladeira a 4°C, apoOs crescimento em

estufa a 30°C por 24 horas em meio SDL (20g/L de glicose e 5g de extrato de levedura)

sendo repicado mensalmente.

3.3. Meio de Crescimento

O meio de crescimento usado nas fermentagdes em estudo foi o mesmo

usado por LI (1995), cuja composicao ¢ apresentada na Tabela 3.1.

TABELA 3.1: Composi¢ao do meio de crescimento de LI (1995)

COMPONENTE CONCENTRACAO (g/L)
GLICOSE 165
EXTRATO DE LEVEDURA 15
KH,PO, 1,5
(NH4),SO4 1,5
MgSO; . 7TH,0 0,75
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A glicose, o extrato de levedura e os sais foram dissolvidos separadamente
em agua destilada e esterilizados a 121°C por 15 minutos. Apds atingir a temperatura
ambiente as solugdes foram misturadas.

A concentragdo do meio utilizada nos experimentos foi (Tabela 3.2):

TABELA 3.2: Concentragao utilizada do meio de crescimento

COMPONENTE CONCENTRACAO (g/L) MARCA
GLICOSE 200 Vetec
EXTRATO DE LEVEDURA 18,18 Vetec
KH,POq4 1,81 Cinética
(NH4)2SO4 1,81 Biolife Italiana S.r.1.
MgSO, . 7TH,0 0,91 Vetec

3.4. Preparacio do Inoculo

A linhagem Agll foi inoculada em 10 mL de meio de crescimento e
incubada por 24 horas a 30°C. Apds esse tempo, transferiu-se para um frasco contendo
70 mL do meio nas mesmas condi¢des descritas anteriormente e, depois de 24 horas,
transferiu-se para o fermentador contendo 720 mL de meio fermentado. O esquema

adotado encontra-se na Figura 3.1, a seguir.

1" EEFIOTTE | 2" BEEPIOUE 3" EEPIOUE
> — >
24 h 24h 24h

Cultura Pura 10 mL de meio 70 mL de meio FERMENTADOR

FIGURA 3.1 — Esquema adotado no preparo do in6culo.
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3.5. Equipamentos

As fermentagdes foram realizadas em dois equipamentos: New Brunswick,
modelo BIOFLO III, com 1L de volume util e o B. Braun Biotech International, modelo
BIOSTAT®B com 2L de volume util (Fig. 3.2 e Fig. 3.3). Ambos os fermentadores
possuem controle de agitagdo, de temperatura e de pH. Estes parametros foram
mantidos em 150rpm, 30°C e 5,0 respectivamente. O pH foi controlado com adi¢do de
KOH (1M), uma vez que durante o crescimento da bactéria Z. mobilis ele tende a

diminuir.

3.6. Concentracao de células

A concentracdo de células foi monitorada descontinuamente através de um

espectrofotometro (Hewlett Packard 8453) ajustado para A=660nm. Uma curva de

calibracao foi construida para correlacionar biomassa e absorbancia (ver Apéndice I).

e

FIGURA.3: Fermentador New Brunswick modelo BIOFO 111
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FIGURA 3.2: Fermentador B. Bran Biotech International, modelo BIOSTAT“B

3.7. Vazao volumétrica

O biorreator foi alimentado através de uma bomba peristaltica. A vazado foi
conferida através de um sistema que contou com uma pipeta, um filtro de ar,
mangueiras de silicone e conexdes. Na extremidade superior da pipeta foi acoplado um
filtro de ar e na extremidade inferior uma conexao tipo "T" com uma saida ligada ao
frasco com o meio de crescimento e a outra ligada ao biorreator (Fig. 3.4). A bomba
peristaltica foi instalada na mangueira de silicone que ligou a pipeta ao biorreator. Para
determinar a vazdo, o fluxo de meio de crescimento do frasco até a pipeta foi
interrompido, sem desligar a bomba peristaltica, ¢ a variagdo do volume na pipeta

acompanhado com um crondmetro.

ANNA CAROLINA RAPOSO CAMELO



MATERIAL E METODOS 38

Filtro de Ar

/

Saida ligada ao
Saida tanque onde estara
ligada ao armazenado o meio

reator de crescimento
Bomba —1 \

Peristaltica /s T\

Conexao tino T

FIGURA 3.4: Sistema para medi¢do da vazao volumétrica

3.8. Concentracao de glicose e etanol

As concentragdes de glicose e etanol foram acompanhadas por cromatografia
liquida de alto desempenho com detector de indice de refragdo (Hewlett Packard, série
1100). A coluna utilizada foi uma Carbohydrate (6,5 mm x 300 mm, 10 pm) da marca
Beckman a 80°C, usando agua, a uma vazao de 0,4 mL/min, como fase mével. Nessas
condigdes, os tempos de retengdo da glicose e do etanol foram 11 e 17 minutos,
respectivamente. Antes de serem analisadas, as amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 10.000 rpm (Centrifuga Excelsa 2, Fanem Ltda., Modelo 205N) e filtradas em

membrana com 47 mm de didmetro e poros de 0,2 um.

3.9. Controle de contaminac¢ao

Foram realizados ensaios de controle de contaminacdo através de

plaqueamento em meio solido AN (Agar Nutritivo - 10g/L de Peptona, 3g/L de Extrato
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de Carne, 5g/L de NaCl, 15g/L de agar e pH entre 6,9 e 7,1). Para avaliar a presencga de
contaminantes, a amostra em estudo era inoculada em meio sélido AN e mantida por 48
horas a 33 °C. A bactéria Zymomonas mobilis ndo cresce neste meio. Testes de

contaminag¢ao foram realizados em todas as fermentagoes.

3.10. Estudo Computacional

Para estudo computacional, foi utilizado um computador padrao IBM/PC, a
fim de investigar o comportamento dindmico através da elaboracdo dos diagramas de
bifurcagdo e da simulagdo dinamica do modelo cinético de crescimento estudado por LI
(1995). Varios programas foram necessarios para a realizagao da etapa computacional,
pode-se destacar o programa para elaboracdo dos diagramas de bifurcagdo AUTO97

(DOEDEL, 1997) que ¢ “freeware” (ver Apéndice II). O seguinte modelo foi estudado:

dX

E:[M(S,P,Z)—D].X 3.1
%=D-[SF—S]— QPP'/SX 3.2
i—szP.X—D.P 33
%ZB-[W—Z] 3.4
dd—\z]=ﬁ.[QP.X—D.P—W] 35
u(S,P,Z)=u(S,P). f,(Z(1)) 3.6
=3[ | 5
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. S(l[;j J-f(P)

u(S, P)=

S
T g(s)
QP:QPmax'S.[l(i] }
ka+S Pme
onde f(P) ¢ dado por
f(P)=1 se P<P,,
b
P-P
P)=1-| —%_ se P,<P<P
f( ) (Pmb—})ob] ob mb
f(P)=0 se P>P,
onde g(S) ¢ dado por
g(S)=1 se S<S;,
K. —S.
g(S):( N J se S>S.
(K; =S;)+(S-S;)

3.8

3.9

3.10

3.11
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados Computacionais

A primeira parte deste trabalho foi o estudo do modelo proposto por LI ef al.
(1995) para descrever o crescimento do microrganismo Zymomonas mobilis ATCC
29129. Este estudo foi baseado na constru¢do de diagramas de bifurcacdo e na
realizagao de simulagdes dinamicas. Os diagramas de bifurcagdo permitem avaliar a
influéncia dos parametros de operacdo, como vazdo e concentracdo de substrato
limitante na alimentacdo (Sg), sobre os estados estacionarios previstos pelo modelo.
Nao foi objeto deste trabalho a realizagdo de novas estimativas de parametros do
modelo.

Durante as fermentagdes alcoodlicas ocorre acumulo de etanol no meio
fermentado, que ¢ responsavel pela inibicdo do crescimento celular. LI et al. (1995)
estudando a inibigdo causada pela historia da concentragdao de etanol e pela taxa de
variacdo da concentragdo de etanol, propuseram um modelo matematico para
representar o comportamento oscilatorio em fermentagdes continuas de Zymomonas
mobilis, uma vez que o modelo de Monod nao possui tal caracteristica. Os autores
concluiram que a histdria da concentragdo de etanol ndo gera inibi¢cdo ao contrario da
taxa de variagdo da concentragdo de etanol.

O modelo em estudo (equagdes 3.1 a3.11) ¢ formado por um sistema de
cinco equacdes diferenciais, sendo as trés primeiras equagdes resultantes do balango
material considerando a operacdo em modo continuo e por duas equacdes diferenciais

resultantes da diferenciacdo de Z(t) com relagdo a t, tendo W(t) como uma variavel
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intermediaria. Z ¢ a média ponderada de segunda ordem da velocidade de variagdo da

concentragao de etanol.

dX

—2=[u(s,P,Z2)-D]|.X 3.1
i [(S,P,2)-D]
B _ps,—s]- X 3.2
dt Y6
dp
~— -Q,.X-D.P 3.3
m Qp
dz
“Z_plw-z 3.4
B W-7]
dﬂ=[3.[QP.X—D.P—W] 3.5
dt
u(S,P,Z)=u(S,P).f,(Z()) 3.6

-A.Z(t)+5

5

P a
ll'lmax'S' 1_(] f(P)
( Fra } 3.8

1 LZ()=6 _ , ~AZ()+8
+e

fﬂ (Z(0)==— [1 - Z 1.Z(1)-6

(S, P)= S
kg+———
g(S)
Qp=—QPmaX'S.[1(i] } 3.9
ka+S Pme
onde f(P) ¢ dado por
f(P)=1 se P<P,,
b 3.10
P-P
P)=1-| —2 se P, <P<P
f( ) (Pmb—PabJ ob mb
f(P)=0 se P>P,
onde g(S) ¢ dado por
g(S)=1 s 5<8;, 3.11
K. Q.
g(s):( i~ 5i j se S>S;
(K; -S;i)+(s-8;)
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Efeitos como taxa de variagdo da concentragdo de etanol, limitagdo e
inibicao por substrato e inibicdo por produto t€ém sido considerados na modelagem de
processos fermentativos na tentativa de representar os comportamentos dindmicos
observados experimentalmente (MONOD 1942, EDWARDS 1970, LI 1995). Os termos
de limitacdo e inibicdo, considerados no modelo em estudo, foram propostos por
VEERAMALLU e AGRAWAL (1990). Estes termos estao incluidos na equagdo da
velocidade especifica de crescimento.

Os parametros estimados para o modelo (Tabela 4.1) variaram com o
comportamento  dindmico observado experimentalmente (LI, 1995). Os
comportamentos observados foram classificados pelo autor como: estado estaciondrio,
oscilagao amortecida, oscilacdo sustentada e estado estacionario seguido por oscilagao e
retornando a estado estacionarios. As condicdes 1, 2, 3 e 4 correspondem aos conjuntos
de parametros usados nas simulagdes. O autor sentiu a necessidade de realizar uma
nova estimativa, sempre que algum tipo de oscilacao experimental fosse observado, seja
amortecida ou sustentada. Observa-se que a maioria dos parametros sdo iguais (Tabela
4.1) e foram obtidos da literatura. Os parametros estimados foram a, b, alpha, beta,
lambda, delta e gpmax.

Os diagramas de bifurcacdo foram gerados com o programa AUTO97
(APENDICE 3) e as simulagdes dinamicas foram desenvolvidas usando o método de
Runge-Kutta classico de quarta ordem num programa de algebra computacional. Os
diagramas de bifurcacdo foram gerados para célula(X), substrato (S) e produto (P). A
Tabela 4.1 apresenta os valores dos parametros estimados ou coletados da literatura por
LI (1995) e usados neste trabalho para a constru¢cdo dos diagramas de bifurcagao e nas

simulagdes dindmicas.
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TABELA 4.1: Parametros utilizados no modelo dinamico em fermenta¢des com
Zymomonas mobilis

Condigao 1 Condigao 2 Condigao 3 Condigao 4
Parametro Estado Oscilagdo Oscilagdo Estacionario-
Estacionario Amortecida sustentada Oscilag¢do-Estaciondario
Mumax 0,41 0,41 0,41 0,41
Pob 59 59 59 59
Pma 217 217 217 217
Pmb 108 108 108 108
Pme 120 120 120 120
Si 80 80 80 80
Ki 200 200 200 200
Ks 0,5 0,5 0,5 0,5
Kmp 0,2 0,2 0,2 0,2
Yps 0,495 0,495 0,495 0,495
St 150 e 187 187 200 200 €100
A 0,6216 0,6216 0,3142 0,3168
B 0,5516 0,5516 1,415 2,127
Alpha 2,6 8,26 8,770 4,186
Beta 0,0767 0,0767 0,0366 0,0625
Lambda 3,8 3.8 21,05 3,988
Delta 7,8 7,8 0,8241 0,2251
Qpmax 4.2 3,150 2,613 2,95

Nos diagramas de bifurcacdo existem sempre dois ramos de solugdes. O
ramo representado pela reta horizontal, que consiste nas solugdes triviais onde ocorre
arraste celular, assim X =0 g/L, S = Sg g/L e P = 0 g/L. O outro ramo representa os
estados estacionarios nao triviais. As linhas continuas representam estabilidade e as
linhas descontinuas, instabilidade.

Para a condi¢do 1 — Estado Estacionario (Tabela 4.1) em estudo, a taxa de
dilui¢do que limita a existéncia de um ou dois ramos de solugdes ¢ Dy = 0,272. Para
taxas de diluicdo menores que Dy o arraste celular ¢ instavel e o ramo de solu¢des nao-
triviais apresenta pelo menos uma solugio estavel. E possivel observar nas Figuras 4.1,
4.2 e 4.3, que numa faixa estreita de taxas de diluicdo, proxima a Dy, (antes e depois),
ha trés solugdes ndo triviais previstas, sendo duas estaveis e uma instavel. Para taxas de
dilui¢do maiores que Dr;, o arraste celular ¢ estavel j4 que nestas condigdes a

velocidade de retirada de células ¢ maior que a velocidade de crescimento. O confronto
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entre os dados experimentais, obtidos da literatura, e os diagramas de bifurcacao

apresentou boa concordancia. Os dados experimentais, obtidos da literatura, encontram-

se no ANEXO

1.

N (Concentracio de Ceélulasg)

0.00 0.10 0.20

L
0.30

I (Taxa de Dilmc o)

FIGURA 4.1: Diagrama de bifurcagcdo da concentragao de biomassa (X) — Condigao 1:
Mumax = 0,41, pob =59, pma = 217, pmb = 108, pme = 120, si = 80, ki =200, ks = 0,5 kmp = 0,2, yps =
0,495, Sk = 150, a = 0,6216, b = 0,5516, alpha = 2,6, beta = 0,0767, lambda = 3,8, delta = 7,8, qpmax =
4,2 (LI 1995). (m) Dados experimentais.

S (Concentraciao de Substrato)

175

150+
25+
100
(="

030

IM (Taxa de I}luigio)

FIGURA 4.2: Diagrama de bifurcagdo da concentragdao de substrato (S) — Condigao 1:
Mumax = 0,41, pob =59, pma =217, pmb = 108, pme = 120, si = 80, ki =200, ks = 0,5 kmp = 0,2, yps =
0,495, S = 150, a = 0,6216, b = 0,5516, alpha = 2,6, beta = 0,0767, lambda = 3,8, delta = 7,8, qgpmax =

4,2 (L11995). (m)

Dados experimentais
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P {(Concentraciio de Etanol)
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FIGURA 4.3: Diagrama de bifurcagdo da concentracdo de etanol (P) — Condicao 1:
Mumax = 0,41, pob =59, pma = 217, pmb = 108, pme = 120, si = 80, ki =200, ks = 0,5 kmp = 0,2, yps =
0,495, Sp= 150, a = 0,6216, b = 0,5516, alpha = 2,6, beta = 0,0767, lambda = 3,8, delta = 7,8, gpmax =
4,2 (L1 1995). (m) Dados experimentais.

Nos diagramas de bifurcacdo da concentracdo de células em fun¢do da taxa
de diluicdo observa-se um comportamento bem diferente do que prevé o modelo de
Monod (Figura 4.4). A concentracao de células no estado estacionario diminui a medida
que a taxa de diluigdo também diminui. Este comportamento pode ser atribuido a
limitagdo por substrato e a inibi¢do por produto, previsto no modelo. No modelo
proposto por Monod observa-se que a concentragdo de células no estado estacionario
diminui com o aumento da taxa de dilui¢do. Este modelo ndo considera efeitos de
inibicao.

J& os diagramas de substrato e de etanol apresentam um comportamento
semelhante ao previsto por Monod considerando-se um acoplamento entre as
velocidades de consumo de substrato e de formagdo de produto com a velocidade de
crescimento celular. A concentragdo de etanol diminui com a taxa de dilui¢ao enquanto

a concentracdo de substrato aumenta com a taxa de dilui¢do. Este comportamento ¢

observado até a taxa de diluicdo Dy ;=0,272, a partir da qual as concentragdes de etanol
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nos estados estacionarios sao iguais a zero e as concentragdes de substrato nos estados
estaciondrios sdo iguais a concentragdo de substrato limitante na alimentacao (Figuras

42¢423).

X (Concentracio de Células)
4

0

-I 1 T
OO 010 020 030 0.40 0. 540
D (Taxa de Diluiciio)

FIGURA 4.4: Diagramas de bifurca¢do da concentragdo de célula (X) proposto por
Monod (1949).

Os diagramas de bifurcagdo obtidos com os parametros da condi¢do 2-
Oscilagdo Amortecida (Tabela 1) apresentam os mesmos perfis de comportamentos
observados nos diagramas obtidos com os parametros da condi¢do 1 (Figuras 4.5 - 4.7).
Somente foi possivel apresentar um tnico resultado experimental e este apresentou boa
concordancia com o diagrama de bifurcacdo. A taxa de dilui¢do que limita a existéncia
de um ou dois ramos de solugdes ¢ Dy ,=0,2110.

Observa-se ainda que o valor de Di, ¢ menor do que o valor de Dy, este
fato pode ser explicado uma vez que o aumento da concentracdo de substrato na
alimentacdo da condigdo 1 para a condigdo 2, implica em uma maior inibicdo por
substrato e, conseqiientemente, menor valor de taxa de diluigdo a partir da qual ocorre a

lavagem do biorreator (Dy).
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X (Concenmracio de Células)
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FIGURA 4.5: Diagrama de bifurcagdo da concentragao de biomassa (X)— Condigao 2:
Mumax = 0,41, pob = 59, pma = 217, pmb = 108, pme = 120, si = 80, ki = 200, ks = 0,5 kmp = 0,2, yps =
0,495, S = 187, a=0,6216, b = 0,5516, alpha = 8,26, beta = 0,0767, lambda = 3,8, delta = 7,8, qpmax =
3,150 (LI 1995). (m) Dado experimental — X = 2,199 g/L com D = 0,0879 h™".

S {Concentracio de Substrato)

250
200
1504
100+
S0+
0-
-50

RS S——— S ——

0.00

0.10 0.20

0.30

040 050
D (Taxa de Diluicio)

FIGURA 4.6: Diagrama de bifurca¢do da concentracdo de substrato (S)— Condigdo 02:
Mumax = 0,41, pob =59, pma =217, pmb = 108, pme = 120, si = 80, ki =200, ks = 0,5 kmp = 0,2, yps =
0,495, Sg =187, a=0,6216, b = 0,5516, alpha = 8,26, beta = 0,0767, lambda = 3,8, delta = 7,8, qpmax =
3,150 (LI 1995). (m) Dado experimental — S = 28,23 g/L com D = 0,0879 h™".
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P (Concentracio de Etanol)
125

oo\

000 010 020 030 040 050
D (Taxa de Dilmciio)

FIGURA 4.7: Diagrama de bifurcagdo da concentracdo de etanol (P)— Condigdo 02:
Mumax = 0,41, pob =59, pma =217, pmb = 108, pme = 120, si = 80, ki =200, ks = 0,5 kmp = 0,2, yps =
0,495, Sp = 187,a=0,6216, b = 0,5516, alpha = 8,26, beta = 0,0767, lambda = 3,8, delta = 7,8, qpmax =
3,150 (LI 1995). (m) Dado experimental — S = 79,31 g/L com D = 0,0879 h™".

Os parametros que diferem a condi¢do 1 da condi¢do 2 sdo apenas dois,
alpha e gpmax (parametros estimados), além de Sy que € a concentragao de substrato na
alimentacdo. Os diagramas de bifurcacdo gerados com os parametros da condigdo 1,
porém sendo utilizado uma segunda concentracao de substrato, Sp = 187, que ¢ igual ao
valor da taxa de dilui¢do da condigdo 2, sdo apresentados nas Figuras 4.8, 4.9 ¢ 4.10.
Observa-se que os parametros da condi¢do 1, com Sy = 187 (condi¢do 2), permitem
gerar diagramas que apresentam boa concordancia com o resultado experimental de
oscilagao amortecida.

Como ja foi dito, ndo fez parte dos objetivos deste trabalho a realizag¢do de
estimagdes de pardmetros que pudessem representar todos 0s comportamentos
observados com um uUnico conjunto de parametros estimados. De qualquer forma, os
resultados que acabam de ser apresentados ddo indicios de que isto seria possivel, além
de ratificar a importancia da constru¢do de diagramas de bifurcagdo para a validagao da

modelagem.
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X (Concentraciio de Celulas)

4
A
’/'f

0.30 .40 0.50
D (Taxa de Diluicfio)

.14

FIGURA 4.8: Diagrama de bifurcacdo da concentragdo de células (X) — Condicao 01:

Mumax = 0,41, pob = 59, pma = 217, pmb = 108, pme = 120, si = 80, ki = 200, ks = 0,5 kmp = 0,2, yps =
0,495, Sgp= 187, a = 0,6216, b = 0,5516, alpha = 2,6, beta = 0,0767, lambda = 3,8, delta = 7,8, qgpmax =

4,2 (L1 1995). (m) Dado experimental — OA — X = 2,199g/L com D = 0,0879 h™'. () Dado experimental —
EE — X =2,147 g/L com D = 0,0879 ¢ X = 3,001 g/L com D = 0,174 h™".

5 (Concentraciao de Substrato)
254
004
150 '(-
100~
_ A —__F';
S = . S
= 1
04"
-50 T | |
0.10 0.20 0.30 0.40 0.50
D {Taxa de Diluicao)

FIGURA 4.9: Diagrama de bifurcagdo da concentragdo de substrato (S) — Condi¢ao 01:

Mumax = 0,41, pob =59, pma =217, pmb = 108, pme = 120, si = 80, ki =200, ks = 0,5 kmp = 0,2, yps =
0,495, Sp= 187, a=0,6216, b = 0,5516, alpha = 2,6, beta = 0,0767, lambda = 3,8, delta = 7,8, gpmax =

4,2 (LI 1995). (m) Dado experimental — OA — S = 28,23g/L, D = 0,0879 h™. (#) Dado experimental — EE
-S=130,33 g/L com D =0,0879 ¢ S=74,21 g/L com D =0,174 h).
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Pi{Concentracio de Etanol)
125
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-_-“\““k

0.10 0.20 0.30 0.40 0.50
I} (Taxa de Dilnicio)

FIGURA 4.10: Diagrama de bifurcagdo da concentragdo de etanol (P) — Condigdo O1:
Mumax = 0,41, pob =59, pma =217, pmb = 108, pme = 120, si = 80, ki =200, ks = 0,5 kmp = 0,2, yps =
0,495, Sgp= 187, a=0,6216, b = 0,5516, alpha = 2,6, beta = 0,0767, lambda = 3,8, delta = 7,8, gpmax =
4,2 (LI 1995). (m) Dado experimental -AO- P = 79,31g/L, D = 0,0879 h™. (¢) Dado experimental — EE —P
=77,18 g/L com D =0,0879 ¢ P = 56,10 g/L com D =0,174 h™",

A mudanga da concentragdo de substrato na alimentacdo (Sr), que pode ser
encarado como um segundo parametro de continuagdo, promove mudangas no
comportamento dos diagramas de bifurcacdo. A Figura 4.11 apresenta diagramas de
bifurcagdo gerados com os parametros da condi¢ao 1 para diferentes valores de Sg (100
g/L, 187 g/L, 200 g/L).

Os diagramas de bifurcagdo obtidos com os parametros das condi¢des 3 ¢ 4
(Tabela 4.1) apresentam pontos de bifurcacdo de Hopf, a partir dos quais surgem
solugdes oscilatorias (Figuras 4.12 — 4.14 e Figuras 4.15—4.17). O ponto 1 (D =0,1115
h' ¢ D = 00776 h' para a condigio 3 e 4 respectivamente), é chamado,
particularmente, de ponto de Hopf supercritico, pois ha uma perda de estabilidade da
solugdo sendo acompanhada pelo aparecimento de oscilagdes com amplitudes pequenas.
Entre os pontos 1 e 2, que corresponde a duas condi¢cdes de operagdo, sao previstas
solugdes periddicas estaveis. A bifurcacdo que ocorre no ponto 2 (D = 0,0423 h”' e D =

0,0688 h™' para a condicdo 3 e 4 respectivamente) ¢ classificada de bifurcacdo de Hopf
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subcritica, caracterizada pelo aparecimento de oscilacdo de amplitudes grandes. Os

pontos 3 e 4 representam bifurca¢ao de dobra no ciclo limite. Eles correspondem a taxa

de diluicdo na qual a solugdo periddica muda de estabilidade. Para taxas de dilui¢ao

entre 0,0423 h™ ¢ 0,0357 h™' (pontos 2 e 3) coexistem solugdes periddicas estaveis e

instaveis. Para taxas de diluicdo menores que 0,0357 (ponto 3) o modelo prevé estados

estaciondrios. O confronto entre os dados experimentais e os diagramas de bifurcacao

apresentou boa concordancia.

Sk =100 g/L Sy =187 g/L Sk =200 g/L
X (Concentragiio de Células) X (Concentragio de Células) X (Concentragio de Células)

4

4
. / N N ..
2- ! N
2 r

1 1y ;

1] { {118 \

B . . -1 -1 T T T T

010 0.20 0.30 .40 0.50

D (Taxa de Diluigio)

010 020 030 040 050
D (Taxa de Diluigiio)

0.10 .20 0.30 0.40 0.50
D (Taxa de Dilui¢do)
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0.40 0.50
D (Taxa de Diluican)
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Fi Concentrag o de Etamel)

P (Concentracas de Etanol)
2

¥ {Taxa de Dby e

T
0.10 0.20 0.30 0.40 Q.20
D (Taxz de Diluicaoi

FIGURA 4.11: Diagramas de bifurcagdo com diferentes valores para concentra¢do de

alimentagao.
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X (Concentracio de Celulas)
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FIGURA 4.12: Diagrama de bifurcacdo da concentragdo de célula (X) — Condigdo 3:
Mumax = 0,41, pob =59, pma =217, pmb = 108, pme = 120, si = 80, ki =200, ks = 0,5 kmp = 0,2, yps =
0,495, Sg=200, a =0,3142, b =1,415, alpha = 8,770, beta = 0,0366, lambda =21,05, delta =0,8241, gpmax
=2,613 (LI 1995). (m) Dados experimentais — X . = 3,415 g/L e Xy, = 1,315g/L com D = 0.06 ht.

S (Concentracio de Substrato)
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- "’f
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D (Taxa de Dilmiczo)

FIGURA 4.13: Diagrama de bifurcacdo da concentra¢ao de substrato (S) — Condigdo 3:
Mumax = 0,41, pob =59, pma = 217, pmb = 108, pme = 120, si = 80, ki =200, ks = 0,5 kmp = 0,2, yps =
0,495, Sp= 200, a =0,3142, b =1,415, alpha = 8,770, beta = 0,0366, lambda =21,05, delta =0,8241, gpmax
=2,613 (LI 1995). (m) Dados experimentais — S5 = 80,70 g/L e S = 21,27 g/L com D = 0.06 h.
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P (Concentracfiio de Ftanol)
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FIGURA 4.14: Diagrama de bifurcacdo da concentragcdo de etanol (P) — Condigdo 3:
Mumax = 0,41, pob =59, pma =217, pmb = 108, pme = 120, si = 80, ki =200, ks = 0,5 kmp = 0,2, yps =
0,495, Sp=200, a=0,3142, b =1,415, alpha = 8,770, beta = 0,0366, lambda =21,05, delta =0,8241, qpmax
=2,613 (LI 1995). (m) Dados experimentais — P,z = 92,59 g/L e Py, = 61,64 g/L com D = 0.06 h.

-~

A,

oo 005 010 015 o020 025
I} (Taxa de Dhluicéo)

FIGURA 4.15: Diagrama de bifurca¢do da concentragdo de células (X) — Condicao 4:
Mumax = 0,41, pob =59, pma =217, pmb = 108, pme = 120, si = 80, ki =200, ks = 0,5 kmp = 0,2, yps =
0,495, Sp=200, a=0,3168, b =2,127, alpha = 4,186, beta = 0,0625, lambda =3,988, delta =0,2251, qpmax
=2,95 (LI 1995). (¢) Dado experimental — X = 1,823 g/L com D = 0,0517 h™'. (m) Dado experimental — X
=1,895 g/L com D =0,0587 h™".
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S (Concentraciio de Substrato)
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FIGURA 4.16: Diagrama de bifurcacao da concentracdo de substrato (S) — Condigao 4:
Mumax = 0,41, pob = 59, pma = 217, pmb = 108, pme = 120, si = 80, ki = 200, ks = 0,5 kmp = 0,2, yps =
0,495, Sp= 200, a =0,3168, b =2,127, alpha = 4,186, beta = 0,0625, lambda =3,988, delta =0,2251, gpmax
= 2,95 (LI 1995). () Dado experimental — S = 31,75 g/L com D = 0,0517 h™". (m) Dado experimental — S
=43,27 g/L com D =0,0587 h™".

P (Concentraciio de Etanol)
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FIGURA 4.17: Diagrama de bifurcacdo da concentragcdo de etanol (P) — Condigdo 4:
Mumax = 0,41, pob =59, pma =217, pmb = 108, pme = 120, si = 80, ki =200, ks = 0,5 kmp = 0,2, yps =
0,495, S,=200, a =0,3168, b =2,127, alpha = 4,186, beta = 0,0625, lambda =3,988, delta =0,2251, gpmax
=2,95 (LI 1995). () Dado experimental — P = 85,75 g/L com D = 0,0517 h”'. (m) Dado experimental — P
=81,73 g/L com D =0,0587 h™.

Simulagdes dinamicas foram realizadas com os pardmetros da condigdo 3

exemplificando os diferentes tipos de comportamento dindmico previstos para
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diferentes valores de taxa de diluicao (Figura 4.18). Foram realizadas simula¢des com
trés taxas de dilui¢do (D =0,02h",D=0,07h" e D=0,012 h'™"). A taxa de diluicio D =
0.07 h™' leva o sistema a um comportamento oscilatorio enquanto as demais a estados

estacionarios

(2) (b)

XU one emina o de Celulas)

Biomassa

000 ans 0o oS 0.0 0l% 030

0 100 200 300 400
I (Taza de Tnhoe Sa)

Tempo (h)
FIGURA 4.18: (a) Simulagdo dinamica da condi¢ao 3 com diferente taxas de diluicao: ()
D=0,02,(—) D=0,07 ¢ (——) D=0,14. (b) Diagrama de bifurcagdo da condi¢ado 3.
Através das simulagdes dindmicas observou-se também que as oscilagdes
classificadas como sustentadas na literatura (LI, 1995) sdo, na realidade, amortecidas
segundo o proprio modelo usado pelo autor. Comparando-se os diagramas de bifurcagdo
gerados a partir os pardmetros da condi¢do 4 com os pontos experimentais obtidos da
literatura (LI, 1995), observa-se que estes estdo em uma regido do diagrama para a qual
o modelo prevé um estado estacionario estavel e ndo numa solug¢do oscilatéria,
conforme apresentado na literatura. Simula¢des foram realizadas para confirmar essas
observacdes. A Figura 4.19 apresenta as simulagdes dinamicas para biomassa, glicose e
etanol. A concentracdo de substrato na alimentagdo e as taxas de diluigdo foram as
mesmas utilizadas experimentalmente pelo autor, ou seja, Sp = 200 g/L com D = 0,0517
e D =0,0587 (h"). A primeira taxa de diluigdo foi utilizada pelo autor por 110 minutos

e a segunda por mais 140 minutos, periodos para os quais o autor concluiu que se
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tratava de oscilagao sustentada. Conforme se pode ver através das simulagdes da
apresentadas nas Figura 4.19, as oscilagdes, previstas pelo modelo, sdo na realidade
amortecidas.

As linhas verticais marcam o tempo maximo acompanhado pelos autores,
tanto experimentalmente quanto através de simulacdo. Quando a simulagdo ¢
acompanhada por 500 horas, observa-se que se trata de oscilacdes amortecidas. Estes
resultados ratificam os diagramas de bifurcacdo, gerados neste trabalho, que prevéem
estado estacionario estavel para condigdes de operagdo, classificadas por Li (1995),

como responsaveis pela oscilacdo do sistema.

(al) (b1) (cD)

28
2684
244
229

£0- ” | BE_W |
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Etanol

1.84
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1.44
1.24
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o
5]
T

781

‘| B

100 200 300 400 &0
Tewmpo(h)

W0 0 _ 30 40 500 T T TR T T
Tempo(h) Tempo(h)

(a2) (b2) (c2)
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Substrato
woow
&

VY

] <00 0 =00 200 0 400 00 200 300 400 500
Tempo(h) Tempo(h) Tempo(h)

FIGURA 4.19: Simulagdo Dinamica da condi¢ao 04 em estudo. (al) — Biomassa com D =
0,0517 (h™"), S¢ =200 g/L; (a2) — Biomassa com D = 0,0587 (h™"), S;=200g/L; (bl) - Substrato com D=

0,0517 (h™"), Sp = 200 g/L; (b2) — Subtrato com D=0,0587 (h™), S;=200g/L; (c1) — Produto com D=
0,0517 (h™), Sp =200 g/L; (c2) — Produto com D=0,0587 (h™"), SF=200g/L.
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4.2. Resultados Experimentais

4.2.1. Fermenta¢ao em Batelada

O estudo computacional do modelo para o crescimento da bactéria Z.
mobilis permitiu conhecer o comportamento dinamico de fermentacdes continuas, desta
bactéria, em diferentes condi¢cdes de operagdo. De posse desta informagdo, foram
realizados experimentos em batelada e continuos.

Devido a necessidade de trabalhar com uma linhagem da bactéria diferente
daquela usada por LI (1995) (trabalho referéncia), foi realizada uma fermentagdo em
batelada (FB) para determinar a velocidade especifica de crescimento. A fermentagdo
foi finalizada ao completar 24 horas de processo quando ndo havia mais crescimento. A
curva de crescimento foi tipicamente exponencial, conforme graficos semilog gerados,
apresentando uma mudanga neste perfil somente nas ultimas horas de fermentagdo
(Figura 4.20). A velocidade especifica de crescimento obtida foi de 0,1166 h™'. Esta
taxa ¢ inferior as taxas obtidas por VEERMALLU e AGRAWAL (1990) que sdo de

aproximadamente, 0,19 h™. O rendimento de glicose em células foi de 0,005g/g.

1,4
1.2 y =0,1159%e

.1 R'=10991

0,1166x

@ 8=
0,6 -
0.4 -
0.2

0 I I I
0 10 20 30
Tempo (h)

Figura 4.20 - Determinagdo da velocidade especifica de crescimento.

Biomassa (g/L)
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4.2.2. Fermentag¢oes Continuas

As fermentagdes continuas foram realizadas conforme procedimento
apresentado no capitulo 3, e utilizaram as mesmas condi¢des da literatura, L1 (1995).
As taxas de dilui¢do utilizadas nas fermentagdes continuas foram O,O6h'1, 0,0675 h'e
0,07 h'l, a agitacdo, a temperatura ¢ o pH foram mantidos, respectivamente, em 150
rpm, 30°C ¢ 5,0.

A Fermentacao 1 transcorreu como batelada por 29,16 horas. A partir deste
instante, foi iniciada a alimentagdo do meio de crescimento (Tabela 4.4) a uma vazao de
0,8 mL/min (D = 0,06 h'l, Tr = 16,66 h), dando inicio ao processo continuo. O sistema
atingiu o estado estacionario com, aproximadamente, 65 horas de fermentagao. O
processo foi mantido em estado estacionario por, aproximadamente, 5 tempos de
residéncia. As Figuras 4.21 a 4.23 apresentam as curvas de biomassa, substrato e etanol
da Fermentacao 1.

TABELA 4.2 — Condigdes de operagao da Fermentagao 1.

TEMPO() | D) | Sr (g/L) Tempo de residéncia
0,0 — 29,16 FERMENTACAO BATELADA -
29,16 — 151 0,06 | 200 16,66
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FIGURA 4.21: Fermentacdo 1 — Biomassa — Fermentacdo em batelada seguida por
continuo (D = 0,06h™).
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FIGURA 4.22: Fermentagdo 1 — Substrato — Fermentacdo em batelada seguida por
continuo (D = 0,06h™).
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FIGURA 4.23: Fermentacdo 1 — Etanol - Fermentacdo em batelada seguida por
continuo (D = 0,06h™).

Uma nova fermentacao foi realizada (Fermentagao 2), transcorrendo como
batelada por 35,75 horas, quando foi iniciada a alimentacdo do meio de crescimento
(Tabela 4.3) a uma vazio de 0,9 mL/min (D = 0,0675 h™', T = 14,81 h) dando inicio ao
processo continuo. O processo foi mantido em estado estacionario por,
aproximadamente, 6,5 tempos de residéncia. As Figuras 4.24 a 4.26 apresentam as
curvas de biomassa, substrato e etanol da Fermentagao 2.

TABELA 4.3 — Condigdes de operagdo da Fermentacao 2.

TEMPO (h) Dt | Sk (g/L) Tempo de residéncia
0,0 -35,75 | FERMENTACAO BATELADA -
35,75 — 238 0,0675 | 200 14,81
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FIGURA 4.24: Fermentagdo 2 — Biomassa - Fermentacdo em batelada seguida por
continuo (D =0,0675h™).
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FIGURA 4.25: Fermentagdo 2 — Substrato - Fermentagdo em batelada seguida por
continuo (D = 0,0675h™).
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FIGURA 4.26: Fermentacdo 2 — Etanol - Fermentacdo em batelada seguida por
continuo (D = 0,0675h™).

Depois de iniciado o processo continuo o sistema apresentou
comportamento de estado estaciondrio durante 96,25 horas passando em seguida para
um comportamento oscilatério por 106 horas. Durante o comportamento estacionario
houve falta de alimentacdo do meio durante 3 horas apds 93,25 horas de fermentacao.
Uma vez restabelecida a alimentacdo do processo, observa-se uma variacdo da
concentragdo de células que leva a um comportamento oscilatério. Durante o periodo
em que o fermentador deixou de ser alimentado, ndo houve consumo total do substrato
que estava no fermentador.

Uma terceira fermentagdo (Fermentacdo 3) foi realizada, transcorrendo
como batelada por 22,50 horas, quando foi iniciada a alimenta¢do do meio de
crescimento (Tabela 4.4) a uma vazdo de 0,93 mL/min (D = 0,07 h™', Tg = 14,28 h). O
sistema atingiu o estado estacionario com, aproximadamente, 53 horas de fermentagao.
dando inicio ao processo continuo. O processo foi mantido em estado estacionario por,
aproximadamente, 6,5 tempos de residéncia. As Figuras 4.27 a 4.29 apresentam as

curvas de biomassa, substrato e etanol da Fermentagao 3.
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TABELA 4.4 — Condicdes de operagao da Fermentagao 3

TEMPO(M) | D" | Sk (g/L) Tempo de residéncia(h)
0,0-22,50 | FERMENTACAO BATELADA -
22,50 — 145 0,07 \ 200 14,28
1.6 :
Batelada | Continuo
1.4 4 i .

Estado Estacionaiio

Biomassa (g/L})

0 20 100 120
Tempo (h)

FIGURA 4.27: Fermentagdo 3 — Biomassa - Fermentacdo em batelada seguida por
continuo (D = 0,07h™).
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FIGURA 4.28: Fermentacdo 3 — Substrato — Fermenta¢do em batelada seguida por
continuo (D = 0,07h™).

ANNA CAROLINA RAPOSO CAMELO



RESULTADOS E DISCUSSAO 66

7o

Batelada |
—

60 5

Continuo

Estado Estacionario

50 4

40

30 A

Etanol {giL)

20 4

10

0

I
-'ILPO 10 30 50 70 a0 110 130 150

FIGURA 4.29: Fermentagao 3 — EtaLZT P_° lgze}rmentac;éo em batelada seguida por
continuo (D = 0,07h™).
As Figuras 4.30 a 4.32 apresentam os dados experimentais, obtidos nas
Fermentagoes 1, 2 e 3 e os diagramas de bifurcacao gerados na etapa computacional
deste trabalho, utilizando os parametros da condi¢ao 3. As amplitudes méxima e

minima da curva oscilatoria apresentam boa concordancia com os ramos oscilatorios

apresentados nos diagramas.

X (Concentracfio de Celulas)
.

1 , - ;
Q.00 005 0o 015 020 0.25 0.30
I} (Taxa de Ihluicdio)

FIGURA 4.30: Diagrama de bifurca¢do da concentragdo de célula (X) — Condigdo 3:
Mumax = 0,41, pob = 59, pma =217, pmb = 108, pme = 120, si = 80, ki =200, ks = 0,5 kmp = 0,2, yps =
0,495, Sg = 200, a =0,3142, b =1,415, alpha = 8,770, beta = 0,0366, lambda =21,05, delta =0,8241,
qpmax = 2,613 (LI 1995). (m) Dado experimental — Fermentagdo 1 - X = 0,8277 g/L com D = 0,06 h™.
() Dados experimentais — Fermentacdo 2 — X ;5 = 2,3799 g/L e X, = 0,7663 g/L com D = 0,0675 g/L.
(A)Dado experimental — Fermentagdo 3 - X = 1,180933 g/L com D = 0,07 h™".
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FIGURA 4.31: Diagrama de bifurcacao da concentragao de substrato (S) — Condigdo 3:
Mumax = 0,41, pob =59, pma =217, pmb = 108, pme = 120, si = 80, ki =200, ks = 0,5 kmp = 0,2, yps =
0,495, Sg = 200, a =0,3142, b =1,415, alpha = 8,770, beta = 0,0366, lambda =21,05, delta =0,8241,
qpmax = 2,613 (LI 1995). (m) Dado experimental — Fermentagdo 1 - S = 41,03 g/L com D = 0,06 h™'. (e)
Dados experimentais — Fermentagdo 2 — S, = 98,61 g/L e Sy = 24,26 g/L com D = 0,0675 g/L.
(A)Dado experimental — Fermentagio 3 - S = 57,54 g/L com D = 0,07 h™".
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FIGURA 4.32: Diagrama de bifurcacdo da concentragao de etanol (P) — Condicao 3:
Mumax = 0,41, pob =59, pma =217, pmb = 108, pme = 120, si = 80, ki =200, ks = 0,5 kmp = 0,2, yps =
0,495, Sg = 200, a =0,3142, b =1,415, alpha = 8,770, beta = 0,0366, lambda =21,05, delta =0,8241,
qpmax = 2,613 (LI 1995). (m) Dado experimental — Fermentagdo 1 - P = 51,2545 g/L com D = 0,06 h™".
() Dados experimentais — Fermentagao 2 — P4 = 98,7099 g/L e P, = 50,3963 g/L com D = 0,0675
g/L. (A)Dado experimental — Fermentagdo 3 - P = 48,9493 g/L com D = 0,07 h™".
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Os estados estacionarios apresentam uma tendéncia de aumento de biomassa
e diminuicao de etanol no estado estacionario em funcao da taxa de diluicao, porém os
valores nao apresentam boa concordancia com os estados estaciondrios previstos pelo
modelo. Isto pode ser justificado pelo fato de ndo terem sido realizadas estimagoes de
parametros para a linhagem Agll. A mudanca dos parametros pode dar origem a
diagramas bem diferentes, a depender dos novos valores das estimagdes. Pequenas
modificagdes dos parametros podem levar a um estreitamento do trecho instavel do
diagrama de tal forma que todas as 3 condigdes estudadas estariam justificadas. A
Fermentacdo 2 que atinge um estado estaciondrio e, devido a uma perturbacao no
sistema, foi levada a outra solu¢cdo que ¢ oscilatéria. De forma semelhante ao diagrama
de bifurcacao gerado com os parametros da condi¢ao 3, o diagrama que representaria os
comportamentos experimentais obtidos neste trabalho teria uma regido com
multiplicidade de estados estacionarios, sendo um deles oscilatorio. Os dados

experimentais encontram-se no APENDICE 4.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS POSTERIORES

5.1. Conclusoes

Na primeira etapa deste trabalho, foi realizado um estudo dindmico de
fermentagdes continuas com o microrganismo Zymomonas mobilis em meio complexo
(LT 1995). Diagramas de Bifurcacdo foram construidos, uma vez que, através destes
diagramas, foi possivel identificar regides dos parametros onde oscilacio e
multiplicidade ocorrem.

Os dados experimentais obtidos da literatura apresentaram boa concordancia
com os diagramas previstos, sejam eles estados estaciondrios ou oscilagdes amortecidas
ou sustentadas. A construcao dos diagramas de bifurcacdo teve sua importancia, para a
validagcdo de modelos, ratificada ao prever oscilagdo amortecida para o comportamento
dinamico classificado como oscilagao sustentada. Os diagramas de bifurcacao foram
construidos com os valores dos parametros a partir das estimacdes para fermentagdes
com a bactéria Zymomonas mobilis ATCC 29129.

A segunda etapa deste trabalho foi a confirmagdo experimental dos
comportamentos dinamicos previstos. Fermentagdes em batelada e continuas foram
realizadas utilizando-se Zymomonas mobilis Agl1. Através da fermentacdo em batelada
a velocidade especifica de crescimento foi determinada como sendo 0,1166 h'. Este
valor ¢ inferior as velocidades especificas de crescimento obtidos em outros trabalhos
(VEERLAMALLU e AGRAWAL, 1990). As fermentagdes continuas realizadas,
totalizando trés, tiveram taxas de diluigdes distintas, 0,06 h', 0,0675 h'! € 0,07h, e

foram realizadas nas mesmas condi¢des de operagdo da literatura (LI, 1995). Oscilagdes
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sustentadas para biomassa, substrato e etanol foram observadas para taxa de dilui¢dao de
0,0675 h''. Nas demais fermentagdes, observaram-se estados estacionarios. Os demais
resultados experimentais, referentes as taxas de diluicdo de 0,06 e 0,07 h'l, gerados
neste trabalho, ndo apresentaram boa concordancia com os diagramas de bifurcacao
gerados a partir do modo desenvolvido por LI (1995). As diferengas observadas podem

ser justificadas pelo uso de uma linhagem diferente.

5.2. Sugestoes para Trabalhos Posteriores

Sugere-se o estudo de uma faixa mais ampla de taxas de diluicdo para a
confirmacdo do comportamento dindmico previsto nos diagramas de bifurcacao.
Também sugere-se realizar estimacdes de parametros visando obter um conjunto de
parametros que represente todos os comportamentos observados, desde estados
estacionarios a oscilagdes sustentadas.

Uma investigagdo do comportamento da Zymomonas mobilis Agll, em
algumas condigdes, em termos de pleomofismo se faz necessario. E visto que durante a
fermentagdo, o microrganismo sofre alteragdo na sua morfologia (LI, 1995), porém nao
houve acompanhamento deste aspecto durante este trabalho. Sugere-se assim uma
investigacdo deste comportamento para Z. mobilis Agll. E ainda sugere-se que um
estudo da possibilidade de impedir o alongamento da bactéria através do suplemento de
determinados nutrientes, pois esta investigagdo teria potencial consideravel em

fermentagdes industriais com Z. mobilis.
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APENDICE 1

CURVA PADRAO PARA DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE

Zymomonas mobilis Agl1

A curva de calibracdo foi obtida através das leituras, em espectrofotometro
(Hewlett Packart 8453, em 600 nm), das dilui¢gdes de um concentrado bacteriano inicial.
Este concentrado foi obtido através da centrifugacdo do meio de crescimento apos o
término da fermentacdo. Aproximadamente a metade do sobrenadante foi descartada e o
precipitado foi resuspenso. Deste concentrado bacteriano, retiraram-se trés aliquotas de
10 mL para 3 tubos de ensaio previamente pesados e que foram centrifugados
novamente.

O sobrenadante foi descartado e o material precipitado foi resuspenso com
agua destilada para nova centrifugacdo. Este processo foi repetido por trés vezes. O
objetivo da adicdo de agua destilada € retirar residuos do meio que possam ter sido
arrastados com pd precipitado, de forma que o peso seco corresponda somente as
células de Zymomonas mobilis. Posteriormente o sobrenadante foi retirado e os trés
tubos foram levados a estufa, a 100°C, até peso constante. Com isso, obteve-se a
concentragdo do concentrado bacteriano inicial. Os resultados obtidos nos trés tubos

foram os seguintes:

TUBOS MASSA(g)
1 0,0475
2 0,0461
3 0,0449
VALOR MEDIO 0,0462 g
CONCENTRACAO 4,617 g/L

As diluigdes, para leitura em espectrofotometro, foram obtidas pela diluicao

do concentrado bacteriano inicial com dgua destilada. Sabendo-se a concentragao inicial
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e as diluicdes realizadas, foi possivel construir uma curva de calibragdo de

concentragdes contra absorbancia para Zymomonas mobilis Agl1 (Figura A1-1).
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Figura AI-1: Curva de calibragdo para a Zymomonas mobilis Agl1.
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INSTALACAO DO AUTO097 NO LINUX RED HAT

O procedimento que sera apresentado, explica as etapas de instalacdo do
software OpenSource AUTO97 no Sistema Operacional Linux da distribuicdo Red Hat.
Este procedimento poderd ser adaptado para outras distribuigcdes como Conectiva.
Inicialmente, faz-se necessario verificar se o Linux a ser utilizado possui o Fortran
instalado. Para isso, deve-se digitar, como root, “g77” no ambiente de prompt de

comando. Caso o Fortran esteja instalado recebe-se uma saida parecida com:

[carolina@deepblue carolina]$ g77

g77: no input files

Caso nao esteja instalado, a resposta ¢é:

[carolina@deepblue carolina]$ g77

bash: g77: command not found

Neste caso, deve-se instalar o Fortran. Para isso, deve-se ir para o diretdrio
do CD de instalagdo do Sistema Operacional Linux Red Hat no qual esta armazenado o

Fortran usando os seguintes comandos (executados como usudrio “root”):

# mount /mnt/cdrom# cd /mnt/cdrom/redhat/RPMS (entrar no CD)

# rpm —i gcc-g77-3.2.2-5 gee-3.2.2-5 (comando para instalar o Fortran)
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Dependendo da distribuicdo em uso, os pacotes a serem instalados podem
variar a versao € o nome, mas sera sempre algum pacote referente a “g77”. Feito este

procedimento, basta ir para o endereco http://indy.cs.concordia.ca/auto/main.html para

baixar o programa AUTO97. Os arquivos necessarios para a instalagdo podem ser

baixados diretamente do servidor FTP ftp://ftp.cs.concordia.ca/pub/doedel/auto/. Sao

eles:

auto.ps.gz 506 KB 21-09-2001 00:00:00

auto.tar.gz 1052 KB 21-09-2001 00:00:00

No diretério para o qual foram baixados os arquivos, utilizar os seguintes

comandos para descompactar 0s arquivos:

$ gunzip auto.ps.gz

$ tar zxf auto.tar.gz

Logo em seguida, aparecera um diretério chamado “auto” e um arquivo
postcript “auto.ps”. Basta mover o diretério auto para um lugar desejado, como seu

diretorio “home”, utilizando o comando:

$ mv auto /home/ACRC/auto

O proximo passo € fazer a configuragdao do arquivo “.bash profile” que esta
no diretério home do usuario. Este ¢ um arquivo oculto, como todos aqueles iniciados
com um ponto. No Gedit (editor de arquivo texto), por exemplo, deve-se adicionar,
antes da linha do PATH, a variavel de ambiente do auto com a sua localizagao,

conforme abaixo:
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AUTO_DIR=$HOME/auto/97

e adicionar ao final da linha do PATH :

:$SAUTO_DIR:$SAUTO_DIR/bin: SAUTO_DIR/cmds:./.

Em seguida adicionar a linha do export, nome da varidvel do auto:

AUTO_DIR. O arquivo modificado se apresenta conforme a Tabela A1l.1 abaixo:

TABELA Al.1: Modificagdo do arquivo “.bash profile”

ANTES DEPOIS
>PATH=$PATH:$HOM | >PATH=$PATH:$HOME/bin:$AUTO_DIR:SAUTO DI
E/bin R/bin:SAUTO DIR/cmds:./.
> export USERNAME
BASH ENV PATH > export USERNAME BASH ENV PATH AUTO_ DIR

Para que as alteragdes tenham efeito ¢ necessario simplesmente fechar a
sessdo ¢ logar-se outra vez no sistema. Antes de compilar, ¢ necessario entrar no
diretério do auto e no diretorio do tek2ps e editar o arquivo tek2ps.c, para isso basta

definir a variavel def pro, assim:

> static char def pro[]="/home/anna/auto/97/tek2ps/pstek.pro”

Por fim, basta agora compilar o programa. Para isto, deve-se entrar no
diretdrio do auto e digitar make cmd. Apos a compilagdo do programa, deve-se testa-lo
executando um exemplo. Caso isso ndo ocorra, rever todos 0s passos anteriores.

Para o funcionamento do programa basta abrir os dois arquivos anna.f e
r.anna, por exemplo, onde o primeiro informa o modelo e um estado estacionario como
condicdo inicial um estado estacionario como condi¢do inicial e o outro ¢ onde os

parametros necessarios para gerar o diagrama sao colocados.
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Uma vez feita as modificagcdes necessarias, basta abrir o konsole e usar os
comandos basicos, @r ¢ @p para o funcionamento do AUTO, ou seja, basta digitar no
konsole:

@r anna (para compilar o arquivo "anna.f" gerando "anna.o" que ¢ executado logo em
seguida) e

@p (para gerar o diagrama de bifurcacdo da tltima compilagdo/execugao correta)
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AUTO97 - SUBROTINA PARTICULAR PARA UTILIZAGAO DO AUTO

C __________________________________________________________
C __________________________________________________________
C MESTRADO 2002/2004 ANNA CAROLINA - ESTUDO DO MODELO
DE LT
C __________________________________________________________
C __________________________________________________________
C
SUBROUTINE FUNC (NDIM, U ,ICP PAR, IJAC, F, DFDU,

DFDP )
C __________ —_——
C
C Evaluates the algebraic equations or ODE right hand side
C
C Input arguments
C NDIM : Dimension of the ODE system
C U : State variables
C ICp Array indicating the free parameter (s)
C PAR : Equation parameters
C
C Values to be returned :
C F : ODE right hand side wvalues
C Normally7 unused jacobian arguments: IJAC, DFDU, DFDP
(see manual)
C

IMPLICIT DOUBLE PRECISION (A-H, 0-7Z )
DIMENSION U (NDIM), PAR(*), F(NDIM), ICP(*)
DOUBLE PRECISION Um, Mumax, Mul

Common mumax, pob, pma, pmb, pme, si, zki, zks, zkmp,
yps, common sf, gpmax, a , alfa, b, beta, zlambda,

zdelta
c Write (*,*) “in func’
C Write (*,*) "'ndim = ~, ndim
c Write (*,*) Mumax
c Write (*,*) Pob
C Write (*,*) Pma
c Write (*,*) Pmb
C Write (*,*) Pme
C Write (*,*) Si
C Write (*,*) =zki
C Write (*,*) zks
C Write (*,*) zkmp
C Write (*,*) Yps
C Write (*,*) Sf
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C Write (*,*) Qpmax

C Write (*,*) a

c Write (*,*) alfa

c Write (*,*) b

C Write (*,*) beta

c Write (*,*) zlambda
c Write (*,*) zdelta
c Read (*,*)

C**********************************************************

VETOR DAS DERIVADAS YPRIME DO SISTEMA

C**********************************************************

d=par (1)

condl=U (2)-Si
cond2=(U(3)-pob) / (Pmb-Pob)

IF (U(3) .LE.Pob) THEN
COND2=0.
END IF

IF (U(3) .GT.Pmb) THEN
Cond2=1.
END IF

IF (U(2) .LE.Si) THEN
Condl=0.
END IF

Fl=dexp (zlambda*U(4)-zdelta)
F2=dexp (-zlambda*U(4)+zdelta)
Fmu=(1,/2.)*(1.-((f1-£2)/ (£1+£2)))

Mul=Mumax*U(2)* ((1.-(
* / (zKs+U (2)+U (2
Mu=Fmu*Mul

Qp=gpmax*U(2) / (zKmp+U (2) ) * (1.-(U(3) /Pme) **alfa)

U(3)/Pma)**a)*(1l.-| (cond2) **b))
) * (

condl)/ (zKi-S1i))

F(l)=(Mu-d)*U (1)

F(2)=d* (sf-U(2))-Qp*U (1) /Yps
F(3)=0p*U (1) -d*U (3)

F((4)=beta* (U(5)-U(4))
F(5)=beta* (Qp*U(1l)-d*U(3)-U(5))

RETURN

END
c __________________________________________________________
C __________________________________________________________
C

SUBROUTINE STPNT (NDIM, U, PAR)
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OHONONOHONONONON@!

Input arguments

NDIM : Dimension of the ODE system

Values to be returned

U : A starting solution vector
PAR : The corresponding equation-parameter values

IMPLICIT DOUBLE PRECISION (A-H, 0O-Z )
DIMENSION U (NDIM), PAR(¥*)
DOUBLE PRECISION Um, Mumax, Mul

Common mumax, pob, pma, pmb, pme, si, zki, zks, zkmp,
yps, common sf, gpmax, a , alfa, b, beta, zlambda,
zdelta

Mumax=0.41
Pob=59.
Pma=217.
Pmb=108.
Pme=120.
Si=80.
ZKi=200.
ZKs=0.5
ZKmp=0.2
Yps=0.495
Sf=150.

FERMENTACAO CONDICAO 01

Qpmax=4.2

a=0.6216

alfa=2.6

b=0.5516

beta=0.0767

zlambda=3.8

zdelta=7.8

Write (*,*) “in func’
Write (*,*) "'ndim = ~,ndim
Write (*,*) "Mumax=",Mumax
Write (*,*) “Pob=",Pob
Write (*,*) “~Pma=",Pma
Write (*,*) “~Pmb=", Pmb
Write (*,*) “~Pme=", Pme
Write (*,*) “Si=",Si

Write (*,*) “zki=",zki
Write (*,*) “zks=",zks
Write (*,*) “zkmp=",zkmp
Write (*,*) “Yps=",Yps
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Write (*,*) “Sf=",Sf

Write (*,*) “Qpmax=",Qpmax
Write (*,*) “a=",a

Write (*,*) “alfa=",alfa

Write (*,*) "b=",Db

Write (*,*) “beta=",beta

Write (*,*) “zlambda=",zlambda
Write (*,*) “zdelta=",zdelta
Pause

C Initialize the equation parameters
PAR(1)=.02

C Initialize the solution

U(1)=.000

U(2)=150.

U(3)=.0000

U(4)=.0000

U(5)=.0000

RETURN

END
c __________________________________________________________
C __________________________________________________________

C The following subroutines are not used here,
C but they must be supplied as dummy routines
C

SUBROUTINE BCND

RETURN
END
C
SUBROUTINE ICND
RETURN
END
C
SUBROUTINE FOPT
RETURN
END
C
SUBROUTINE PVLS
RETURN
END
C __________________________________________________________
c __________________________________________________________
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DADOS EXPERIMENTAIS DAS FERMENTACOES CONTINUAS COM DIFERENTES TAXAS DE
DILUICAO

Taxa de Diluicio: D = 0,06 h!

Tempo | Biomssa Substrato Etanol Tempo Biomssa | Substrato Etanol
(h) (g/L) (g/L) (g/L) (h) (g/L) (g/L) (g/L)
0 0,41 148,34 0 76,16 1,17 59,72 48,64
2 0,41 146,16 0,06 81,5 1,16 58,48 47,74
4 0,42 144,20 0,08 84,5 1,16 59,75 46,53
8 0,70 137,51 27,52 87,5 1,16 55,80 46,49
14 1,02 128,09 39,76 90,5 1,15 55,39 46,74
19,5 1,35 110,77 62,40 93,5 1,16 53,76 46,03
22,5 1,30 92,18 53,29 96,5 1,17 53,47 46,01
23 1,28 83,33 50,07 99,5 1,15 51,91 47,72
25,5 1,26 56,11 49,85 102,16 1,15 54,88 46,51
32,5 1,24 60,81 50,23 114,16 1,13 50,46 46,67
34,5 1,21 61,27 50,10 117,16 1,13 48,67 46,77
37,5 1,25 63,52 48,97 121,58 1,12 48,43 47,86
41,5 1,26 59,60 51,32 124,58 1,14 49,07 49,53
44,5 1,24 61,26 46,40 127 1,15 46,63 48,96
48 1,20 58,38 46,46 130 1,17 46,85 46,53
51 1,19 56,53 45,75 134 1,16 50,44 48,05
53 1,17 56,90 46,08 138 1,15 48,58 49,44
67,16 1,17 55,61 46,05 142 1,15 46,25 48,38
70,16 1,18 57,54 48,95 145 1,17 44,11 49,06
73,16 1,19 58,42 49,82
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Taxa de Diluicio: D = 0,0675 h™

Tempo Biomssa Substrato | Etanol Tempo Biomssa | Substrato Etanol
(h) (/L) (g/L) (/L) (h) (g/L) (g/L) (/L)
0 0,06 156,59 0 111 1,10 63,13 50,92
4 0,08 154,41 0,11 114 1,04 58,71 46,12

8 0,10 152,45 0,13 117 1,22 56,92 56,77
12 0,13 145,76 4,17 120 1,22 56,68 57,86
16 0,22 124,23 9,59 123 1,24 57,32 59,53
21,42 0,37 119,02 17,46 126 1,25 54,88 58,96
24 0,45 100,43 22,64 129 1,23 55,10 56,53
27,42 0,62 91,58 38,12 132 1,19 58,69 55,73
32,11 0,95 64,36 50,36 144 1,54 47,55 62,67
35,75 1,27 69,06 70,89 147 1,48 54,50 58,38
40 1,30 69,52 52,72 150 1,91 40,26 69,61
44 1,25 71,77 58,97 155,26 2,13 32,35 81,91
48 1,31 67,85 63,43 160,5 2,38 24,26 98,71
52 1,33 69,51 55,35 170 2,31 24,97 93,18
58 1,35 66,63 56,46 172,26 2,15 29,10 82,76
60 1,24 64,78 55,75 176 1,44 32,57 60,88
72 1,28 65,15 56,08 179 0,99 58,85 54,49
75 1,28 63,86 52,88 182 0,94 65,42 53,58
77 1,35 65,79 63,17 185 0,88 91,76 52,60
81,26 1,25 66,67 59,82 188 0,77 98,61 50,40
84 1,34 67,97 52,31 191 0,84 89,83 51,58
88 1,18 66,73 57,74 195,5 0,99 64,04 57,32
92 1,18 68,00 52,31 200 1,38 46,55 64,19
95 1,10 64,05 51,21 205 1,74 28,02 79,67
98 1,13 63,64 50,42 214 2,39 25,27 98,29
101,5 1,10 62,01 50,75 219 2,42 24,09 99,99
104 1,05 61,72 43,34 225 2,24 39,93 88,41
108 1,10 60,16 52,45 238 1,31 73,44 66,62
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Taxa de Dilui¢io: D = 0,07 h”!

Tempo Biomssa Substrato Etanol Tempo | Biomssa | Substrato Etanol
(h) (g/L) (g/L) (g/L) (h) (g/L) (/L) (g/L)
0 0,04 143,85 0 74 0,83 41,03 51,25
2,26 0,06 142,1 0,11 77 0,81 38,21 51,21
5 0,12 141,89 0,12 80 0,78 39,55 50,42
8 0,19 138,25 4,17 83 0,77 40,97 50,75
11 0,34 128,46 9,59 86 0,74 41,88 43,34
14 0,56 112,03 17,46 89 0,75 42,1 48,23
17 0,73 89,23 22,64 92 0,76 44,19 47,75
20,16 0,80 80,21 38,12 95 0,76 42,32 46,11
23,16 0,97 50,46 50,36 99 0,76 41,99 46,23
26,16 1,14 58,19 60,34 101 0,77 41,03 47,21
29,16 1,04 59,58 52,72 104 0,75 42,1 49,73
32,16 1,07 48,25 57,91 112 0,75 40,54 47,25
35 1,02 45,1 54,99 115 0,74 41,27 49,15
38 0,90 46,51 43,74 118 0,75 40,17 51,62
41 0,87 44,31 45,92 121 0,76 39,98 50,01
44 0,89 41,58 45,41 124 0,75 39,42 48,88
47 0,84 42,69 45,53 137 0,78 38,25 48,63
50 0,84 40,95 42,33 139 0,77 36,94 50,26
53 0,83 39,25 50,51 144 0,76 37,45 45,96
65 0,81 39,75 50,33 147 0,77 38,79 50,98
68,33 0,80 40,01 52,31 151 0,76 36,25 51,11
71 0,80 39,98 46,14
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ANEXO 1

DADOS EXPERIMENTAIS DA CONDICAO 1 (LI, 1995)

Taxa de Dilui¢io (Dh') | Biomassa (g/l) Substrato (g/L) Etanol (g/L)
0,0505 1,817 0,00 74,16
0,0583 2,070 1,72 74,01
0,0879 2,147 30,33 77,18
0,106 2,713 15,25 68,85
0,133 2,803 14,88 65,80
0,174 3,001 74,21 56,10
0,178 3,289 23,81 62,93
0,182 3,451 30,22 62,20
0,236 3,325 40,57 55,64
0,205 3,428 32,93 58,19
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